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TITRE DE UINVENTION 

Proc6d6 de preparation d'extraits de plantes actife et utiles d la capture de radicaux 
libres; les extraits, et compositions et dispositife les comprenant. 

DOMAiNE DE L'INVENTiON 
5 Cette invention conceme la preparation de membranes thylacoTdlennes de 

plantes. 

CONTEXTE DE L'INVENTION 

La Iumi6re communique aux organismes terrestres Tenergie dont ils ont besoin, 

10 mais les cellules ne peuvent ni stocker ni utiliser directement la lumi^re : celle-ci dit 
etre transfomi§e en 6nergie chimique, plus facilement utilisable. Or la plupart des 
reactions energ6tiques, dans les cellules, Equivalent g6neralement d des transferts 
d'electrons entre molecules. Les plantes sont done capables d'extraire des Electrons 
d'une substance omniprEsente : I'eau. La production d'Electrons a partir de Teau n'est 

15 pas une mince affaire pour la plante, car les molecules d'eau cedent difficilement leurs 
electrons. Les cellules doivent utiliser Tenergie de quatre photons pour dissocler deux 
molecules d'eau et liberer quatre protons et quatre electrons. 

Chez les plantes supErieures, les rEaction primaires de la photosynthese ont 
lieu dans les membranes de vEsicules appelees thylacoYdiennes . elles-mSme 

20 prEsentes dans des organites cellulaires spEclalisEs, les chloroplastes. Par la 
photodissociation de I'eau, il y a production d'oxygEne. L'oxygEne ne se forme que 
dans le complexe de protEines et de pigments nomm6 le photosystEme II (PSIl), qui 
existe dans tous les organismes photosynthEtiques producteurs d'oxygEne : les 
cyanobactEries, les algues et les plantes supErieures. Le PSIl joue essentiellement le 

25 rdle d'un minuscule condensateur : il emmagasine TEnergie en separant et en 
stabilisant les charges positives et negatives, de part et d'autre de la membrane 
thylacoTdienne. Plus prEcisEment , les pigments spEcialisEs du PSIl qui absorbent un 
photon utilisent efficacement cette Energie lumineuse pour creer et sEparer des 
charges Electriques. 

30 La separation des charges, d partir de Tdnergie lumineuse, rEsulte d'un 

ensemble complexe de reactions assurEes par des protEines. Dans le PSIl , le 
transfert d'Electrons s'effectue sur le « centre r6actionnel » , compose des deux grands 
polypeptides D1 et D2 et d'une protElne plus petite, le cytochrome b^sg- Les 
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polypeptides D1 et D2 stabilisent les pigments et les transporteurs d'6lectrons du 
centre reactionnel. D'autres petits polypeptides sont associ^s au photosyst6me II, mais 
leurs fonctions restent principalement m^caniques. Plusieurs ions organiques ou 
min^raux comme le manganese, le chlorure, le calcium, le fer et le carbonate 
cataiysent le transfert des electrons, stabilisent la structure des prot^ines ou r^gient 
5 ('activity du photosystdme. Enfin plusieurs centaines de molecules de chlorophylles 
captent r6nergie solaire et la canalisent vers ie centre r6actionnel (figure 1). Les 
complexes photosynth6tiques des bact6ries et des v6g6taux sont tr6s d liferents : les 
bact6ries photosynth6tiques ne produisent g6n6ralement pas d'oxyg6ne et c'est un 
pigment particulier, la bact6riochlorophylle, qui capte la Iumi6re. La 

10 bacteriochlorophylle absorbe la lumiere ^ une longueur d'onde bien plus 6lev6e que 
la chlorophylle, et son pouvolr oxydant est done inferieur. 

Dans le photosyst6me II, le syst6me de transport d'6lectrons est fon7i6 de cinq 
composants : un pigment chlorophyllien. qui agit comme donneur primaire d'6lectrons 
quand un photon Texcite; un compos§ Z, donneur secondaire d'6lectrons, qui r6duit 

15 la chlorophylle, c'est-ci-dire lui rend un electron; la ph6ophytine, pigment qui accepte 
I'electron de la chlorophylle; la plastoquinone , qui accepte r6lectron de la 
pheophytine, et enfin ia quinone Qb, qui accepte des Electrons de la plastoquinone Q^. 

Le pigment chlorophyllien du centre reactionnel semble comporter une paire 
speciale de chlorophylles, qui semblent chimiquement identiques aux pigments 

20 chlorophylliens photocollecteurs, mais ont une fonction diff^rente. On le d^signe par 
P680, car il absorbe surtout la lumiere d une longueur d'onde de 680 nanometre. 

Au cours de la photosynthfese. les pigments de Tantenne chlorophyllienne 
absorbent un photon et canalisent son Snergie vers P680, dans le centre reactionnel. 
Ce dernier transforme T^nergie du photon en 6nergie potentielle. associ^e d une 

25 separation de charges eiectriques : un electron du P680 passe rapidement d une 
molecule voisine de pheophytine : cette molecule porte alors une charge negative, et 
P680 une charge positive. La separation des charges augmente quand, successive* 
ment, la pheophytine transmet son electron excedentaire d la plastoquinone Qa. la 
tyrosine Z donne un electrons e P680^, et la plastoquinone transmet reiectron 

30 qu'elle a regu e la quinone Qb. Ces transferts de charge sont tres rapides : le transfert 
initial d'un electron entre P680 active et la pheophytine dure moins de 10*^^ seconde. 
Par etapes successives, les charges positives et negatives se separent ainsi 
progressivement. Le cycle de transfert d'eiectrons s'acheve lorsque tous les 
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composants du PSIl redeviennent 6lectriquement neutres, prSts d recommencer un 
nouveau cycle. 

A la face exteme de la membrane photosynth^tique. la r^g^n^ration de la 
quinone Qg est simple : quand celle-ci a acquis deux Electrons, apr^s deux cycles, elle 
capte deux protons et quitte le PSIl, remplac^e par un quinone Qb neutre. Les 
5 Electrons et les protons de la quinone doublement r6duite passent alors a un autre 
complexe photosynth6tique. Les protons Iib6r6s sur la face interne de la membrane 
thylacoldienne servent notamment d synth6tiser rad6nine triphosphate (ATP). 

A la surface interne de la membrane, la tyrozine Z+ se r6gen6re (se reduit a 
nouveau) beaucoup plus difficilement : elle doit prendre un Electron S une substance 
10 oxydable, pr6sente dans Tenvironnement de la cellule, comme les ions organiques 
(tels que I'ion ac6tate, Tion malate et I'ion succinate) et des composes min6raux 
simples (tels que les ions sulfures et thiosulfates). Ces ions sont egalement ceux qui 
procurent des electrons aux bact6ries photosynth6tiques ne produisant pas d'oxygene. 

L*eau, bien plus abondante que tous les ions, repr6sente une source 
15 d'§lectrons plus riche. Cependant P680+ n'est pas capable d*arracher des electrons 
aux molecules d'eau, car son pouvoir oxydant est trop faible : la reaction d'oxydation 
de reau libfere simultan6ment quatre Electrons, tandis que le P680+ ne peut accepter 
qu'un seul Electron ^ la fois. II y a done un site catalytique de I'eau, du cdt6 luminal 
du chloroplaste fomi6 principalement de trois prot6ines extrins^ques. de chlore et de 
20 manganese, mais que nous verrons pas dans le present document. 

Par la plastocyanine, les electrons du PSIl sont transf6r6s au complexe des 
cytochromes bg et f, pour s'acheminer vers le photosyst6me I. Ce dernier syst6me 
s'apparente beaucoup au PSIl, c'est pourquoi je ne m'attarderai pas sur cet aspect. 
Les Electrons sont finalement achemin6s vers le facteur de couplage afin de reduire 
25 le NADPH et ainsi produire I'ATP, qui servira d la fabrication des sucres. 

Done, la photosynth6se comprend deux processus fondamentaux que Ton peut 
r^sumer par les deux reactions partielles sulvantes: 

LUMI^RE 

30 HjO + ADP + Pi + NADP* > O2 + ATP + NADPH + (1) 

COj + ATP + NADPH + H* > (CH^On + ADP + Pi + NADP* (2) 
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Au cours de la premiere reaction en phase lumineuse. des protons sont puis6s 
dans reau du chloroplaste pour produire de TATP. La deuxi^me reaction consiste en 
rutilisation du NADPH et de TATP dans une s^rie de reactions qui m6nent d la 
reduction de I'anhydride carbonlque gazeux en glucides, principalement de Tamidon. 
Ces deux reactions se produisent sinriultanement; ii mesure que ies produits formes 
5 par le processus (1 ) sont investis dans la mise en marche des reactions du processus 
(2). 

Le bilan global de la photosynthese, r6sum6 par r^quation suivante, est la 
production de sucres principalement sous fonne d'amidon et d'6nergie sous forme 
d'ATP: 

10 

LUMI^RE 

6 CO2 + 12 H2O > CeH^A + 6 O2 + 6 H2O + 2872 KJ 

(SUCRES) (ATP) 



1 5 A premiere vue, r6quation brute de la photosynth6se peut sembler relativement 

simple, mais elle ne donne qu'une representation sch6matique et approximative du 
d6roulement reel de ce processus auquel participent de nombreuses autres reactions 
isolees. La photosynthese est un processus complexe base sur le transport d'6lectrons 
d travers de nombreuses reactions biochimiques. Certaines d'entre elles sont des 

20 reactions lumineuses. tandis que d'autres se deroulent d I'obscurite, mais toutes ont 
leur fonction propre d la synthese des differents complexes moieculaires essentiels d 
la vie animate. 

Les complexes pigments/proteines et Ies pigments photosynthetiques 

II importe de connaftre predsement les pigments que Ton est susceptible de 
25 retrouver dans nos extraits. Pour ce faire, la presente section a pour but didentifier et 
de mieux connaitre les groupes de pigments photosynthetiques et surtout leur 
emplacement respectif dans la membrane thylacoTdienne. 

Les couleurs rencontrees chez les plantes sont dues d la presence et ^ 
I'accumulation de pigments. Une substance est un pigment si elle absorbe 
30 seiectivement une partie de la lumiere visible. Les fonctions chimiques responsables 
de rabsorptton de la lumiere sont appeiees chromophores (etymologiquement: 
porteuses de couleur). Elles sont constituees de liaisons chimiques riches en electrons 
deiocalises ou encore de la conjugaison de ces liaisons. Des groupements chimiques 
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comme le groupe hydroxyle (-0H) ou m6thoxy (-OCH3) amplifient ou modifient la 
couleur de base donn6 par le chromophore. Ces groupements sont appel^s 
auxochromes (6tymologiquement: amplificateurs de couleure). Ueffet bathychrome 
correspond i une modiflcatjon de la structure moteculaire (Paddition de groupements 
chimiques) ayant pour effet de ddplacer la couleur vers le rouge. Inversement, Teffet 
hypsochrome correspond d une modification structurale qui ddplace Tabsorption de 
la molecule vers les longueurs d*ondes plus courtes. 

Les photons qui parviennent aux thylacoidiennes sont captes initialement par 
les antennes de pigments (LHC) du PSII. 

Uantenne collectrice de lumifere du photosysteme II (LHCII) joue un r6le de 
premier plan au niveau de Pempilement des thylacoidiennes ainsi que sur la 
d!?trit?UtlQn d'6nergie entre les photosyst6mes (Allen et al., 1981; Day et al., 1984; 
Werst et al.. 1992). Le LHC-II contient environ 40% des proteines des thylacoidiennes 
et 50% de la chlorophylle totale (Plumley et Schmidt, 1987). Les photons sont 
entrames jusqu'au centre du PS! via le LHC-I. De Id, les 6lectrons parviennent au P- 
700 (via le complexe des cytochromes bg/f), qui est excit6 par la lumiere d§j^i captee 
par les pigments du LHC-I. 

Sachant que la composition en pigments des antennes est grandement 
influenc^e par llntensite lumineuse (Takaichi et al., 1992), I'^tude des pigments revet 
un aspect fondamental. 

Le premier pas dans la conversion de r§nergie lumineuse en 6nergie chimique 
s'effectue au niveau des centres r6actionnels. lesquels repr6sentent une petite fraction 
du contenu total en pigments. Sous une forte illumination, une excitation directe des 
centres r6actionnels est possible mais c'est un 6v6nement tr6s rare; dans la majority 
des cas, la lumiere est assemble par la masse de pigments. Ces pigments transferent 
rSnergie d'excitation aux centres r^actionnels qui convertissent ces 6tats d'^nergie 
excitee en separation de charges "stables". L'6nergie migre d travers un 
enchevetrement de pigments jusqu'd ce qu'elle soit captur^e. et ce, si elle n'est pas 
6mise en fluorescence (Emission de photons) ou dissip^e en chaleur. 

Ces reactions coexistent simultan^ment avec la capture de r^nergie d'excitation 
repr6sentant une perte de rutillsation photosynth6tique de P6nergie lumineuse. D'ou 
il appert que Pefficacitd du premier pas de la conversion de r^nergie photosynth^tique 
depend fortement de la structure molicuiaire des membranes thylacoTdiennes. des 
complexes pigments-prot^ines et des centres r6actionnels. L'architecture de ces unites 
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determine les conditions de migration de r^nergie. de la separation de charges et la 
stabilisation des charges (Garab et al.. 1987). 

On peut diviser les pigments photosynth6tiques en deux ou trois groupes: les 
chlorophylles, les carottnoides et les ph^ophytines. 

5 

Les chlorophylles 

D'apres les experiences sur la sedimentation des complexes Chl-prot6ines en 
presence de sodium dod6cyl sulfate (SDS), les chloroDhvlles-a et-b seraient Ii6es aux 
prot6ines (Smith et Pickets, 1941; Green et al., 1991). Elles peuvent done etre 

10 extraites avec un melange de soh/ant polaire (chlorophorme-m6thanol, ac6tone-eau), 
ce qui d6montre qu'elles ne sont pas Ii6es de fa?on covalente. Les chlorophylles-a et 
-b poss6dent une chame phytyl, laquelle est esterifiee au groupe carboxyl de Tanneau, 
leur donnant ainsi leur caract6re lipidique (Lichtenthaler, 1987). Ces chlorophylles 
constituent, chez les plantes superieures et les algues, environ 20% des tiptdes totaux. 

15 Les carotenoYdes 

Le terme carot6noide a 6te cre§ par I'Allemand Wackenroder, en 1830. afin de 
designer le pigment de la carotte. Aujourtf hui, on rassemble sous cette appellation un 
ensemble d'hydrocarbures dont la charpente mol6culaire est form6e de huit unites de 
cinq atomes de carbone (t6traterpene). Depuis le d6but des annees 80, une 

20 recrudescence de la recherche sur ces pigments d 6t6 not6e. Ceci n*est pas sans 
repercussion avec Pannonce a grand 6clat, que la consommation des carot6noTdes 
contenus dans les fruits et legumes, a et6 associSe a une baisse de incidence de 
plusieurs types de cancers (Peto et al., 1981). 

II existe deux types de carotenoTdes: les carotdnes et les xanthophylles. qui 

25 se differencient principaiement par I'absence ou la presence d'oxyg^ne. 

De fa9on gendrale. les carot6nordes transfferent reneroie aux a utres pigments et avec 
une trds grande efficacitd. qui est pr6f6rentiellement capt^e par les chlorophylles. 
Cette ^nergie est saisie au niveau du centre r^actionnel. Cette efficacit6 reside 
probablement dans le fait que les carot^noTdes se retrouvent des deux cotes de la 

30 membrane thylacoTdienne (Picorel et al., 1992). contrairement d ce qui est propose 
lors de pr6c6dentes etudes chez les membranes photosynth6tiques bact^riennes. et 
qui d^montralent la presence de carot^noTdes principaiement du cdt6 du cytoplasme 
(Picorel et al.. 1988). Comma nous le verrons plus loin. r6tat d'excitation des 
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carotenoTdes est iddal tant dans son rdle d'antenne que de celui de photoprotection: 
ces pigments (comme pourtoutes les mol6cules) ont leurs 6tats singuiets plus 6lev6s 
en 6nergie et leur 6tats triplets plus bas que les 6tats correspondants chez les 
chlorophylles (Frank et al., 1991; Mimuro et Katoh, 1991). 

Les carot6noTde8, en se liant au L.H.C., prennent una configuration "tout-trans" 
(Iwata et al., 1985), tandis qu'une liaison au centre r6actionnel leur conffere une 
confbnnation sis (Lutz et a!.. 1976; Koyama, 1990). Pour une revue des structures et 
des fonctions des carot6noTdes, voir les articles de Koyama 1991 , Frank et a!., 1992, 
1993 (Chez les bact6ries) et de Gillbro et al. en 1993 (Voir aussi sur le transfert 
d'6nergie entre les carot6noides et les chlorophylles: Frank et al. 1992, 1993 et Owens 
et al., 1992) 

i) Les carotdnes (sans oxyg^ne) 

II existe deux isom^res de la carotene: a-carotdne 

&-carot6ne 

Les a-carotenes se presentent habituellement sous fomie de trace chez les 
thylacoidiennes. Par centre la B-carot6ne est trds abondante surtout au niveau des 
centres r6actionnels. Get isom6re est m§me orients avec le P-700 (Schraffen-icht et 
Junge, 1981). II serait partiellement impliqu6 dans I'absorption de la lumidre, mais son 
role principal constituerait a proteoer la Chl-a de la photo o xydatlon dans ou pr6s du 
centre r^actionnftl (Lichtenthaler, 1987). 

ii) Les xanthophylles (non polaire avec oxyg^ne) 

A {'exception de la violaxanthine qui est aussi lite d fenveloppe chloroplastk)ue, 
toutes les autres sont li^es d la membrane thylacoTdienne (Lichtenthaler et al., 1981). 
La lut^ine, la violaxanthine et la n6oxanthine sont les xanthophylles les plus abondants 
Chez les plantes supdrieures (Thomber, 1975; Braumann et al., 1982; Kolubayev et 
al.. 1985; lichtenthaler, 1987). Par contre. une d6-^poxydatk)n de la violaxanthine nous 
donne spontan6ment la zSaxanthine: 

Violaxanthine ~> Anth6raxanthine ~> Z^axanthine 

(Yamamoto, 1979; Grumbach, 1983) 

En somme, les carotenoTdes sont connues pour participer d I'assemblage des 
unites actives du PSIl (Humbeck et al., 1989) et du PSI; mais surtout pour jouer un 
rdle de protection des chlorophylles (Aronoff et MacKinney, 1943; Pepkowitz, 1943; 
SIstrom et al., 1956; Anderson et Robertson, 1960; Foote, 1976; Krinsky, 1979; 
Siefermann-Hanns, 1987; Sandmann etal., 1993). 
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Une des preuves les plus probantes pour appuyer cette hypothfese nous 
provient des mutants d^pourvus en carot6noTdes: ils ne peuvent survivre qu'en 
laboratoire et dans des conditions tr^s sp6ciflques de temp6rature, d*oxyg6ne... 
(Sistrom et al., 1956; Bilger et Bjorkman, 1990). ^irradiation aux UV-C occasionne une 
augmentation en carot6nordes. ce qui renforce l^hypothfese de protection de la 
5 chloropliylle. Les carot6noTdes seraient done un bon indice du stress inflig6 aux 
plantes (Campos et a!., 1991). Elles sont 6galement pr6sentes en grande quantity 
(environ 2 pg/mg de prot6ine) dans Tenveloppe chloroplastique (IVIarkwell et al., 1992). 
Les ph^ophytines 

En fait se sont des chlorophylles-a et -b qui ont subi une transfonnation 
10 (ph6ophylinisation), ce qui a occasionn6 une diminution du poids mol6culaire de 22.3 
par rapport aux chlorophylles, pour ainsi nous donner 871 .18 et 885.16 respectivement 

Plusieurs conditions peuvent causer une pheophylinisation: 

- augmentation de racidit6 (fumigation SOj, NOj...) 

- tissu senescent 

15 - stress lumineux ou calorifique 

- plantes traitees aux herbicides 

- temps d'entreposage du materiel photosynth6tique 

La distribution des pigments photosynth^tiques dans le thylacoYdienne 

Uintensit6 lumineuse. comme la quality lumlneuse, induit des changements 

20 Chez les photosyst6mes I et II des cyanophytes et des plantes vasculaires (Powles. 
1984). La photoinactivation du photosyst6me II requiert seulement de la lumifere (Kok 
et al.. 1965), tandis que le photosystfeme I requiert de la lumifere et de I'oxygSne (Satoh 
1970a. b, c). AinsI, Torientation du chloroplaste contribue pour une importante part 
dans Pefficacitfe de la distribution du flux photonique au niveau des thylacoidiennes. 

25 Le rapport PSI/PSII devient plus 6lev6 en presence d'une intensit6 lumineuse 

faible. et plus bas avec une forte intensity. Les travaux des auteurs cit^s 
pr6c6demment, sugg6rent que les changements du rapport PSI/PSII induits par la 
quality et Hntensitfe lumineuse sont accomplis par un m6canisme commun pour le 
contrdle de la synthase ou Tassemblage du complexe du PSI. Cette hypothSse a 6t6 

30 v6rifi6e ult6rieurement par le m6me groupe pour ainsi en faire ressortir les grandes 
lignes: V les changements d'Intensitte lumineuses r6sultent en la regulation de 
rassemblage du PSI de fa9on similaire d la regulation en r^ponse d la quality 
lumineuse, 2° la regulation est en correlation avec le transport d'eiectrons au niveau 



CA 02293852 1999-12-30 



-9- 

du complexe du cytochrome bjf, et non avec le bassin de plastoquinones (Murakami 
et Fujita, 1991). Done d forte illumination, le taux P-680/P-700 est d'environ 2, par 
centre d faible illumination ce taux augmente d 4; ce qui sugg^rerait que le PSIl serait 
impliqu6 dans un m6canisme de prevention a la surexcitation da p<^| (Wilhelm et al.. 
1989). 

Tout le monde s'entend sur le fait que la lumiere A forte intensity d6truit des 
mol6cules de chlorophylles (Asada et Takahashi. 1987; Siefermann-Harms, 1990; 
Miller et Carpentier, 1991). Par centre des resultats contradictoires affirment que ce 
traitement n'affecte pas la quantity de prot6ines totales (Sagar et Briggs, 1990) ou 
encore dimlnue cette quantity (Numni, 1990). Par contre. il est Q6n6ralement accepte 
que le Photoblanchiment de la chlorophylle survi ent lorsgue le transfert d'6nergie de 
la Chlprophvlle a r6tat triolet l^Chn vers une carot fenoide est supprim^. En ces 
Circonstances. un oxvofene gi r6tat sinaulet rOA est pm duit. leauel est impliqu6 dans 
la degradation de la chlorophylle: 

'Chl*+^02~> Chi + ^©2 
+ Chi ~> produit de degradation 
(Asada et Takahashi, 1987; Egorov et Krasnovsky, 1992) 

Les carot6nofdes sent d'excellents "quencher'' de ^Chl*et d' ^Oj (Foots et al., 
1970; Grams et Eskins, 1972, Monger et Parson, 1977; Mathis et al., 1979; Kramer et 
Mathis, 1980). Done reffieacite du "quenching" d6pend signifieativement de la 
distance entre chlorophylles et carotdnoVdes et de leur orientation mutuelle (Moore et 
al.. 1982). Par contre une augmentation de temperature cause une inactivation de tous 
les enzymes thermolabiles. ce qui pourrait, en ces conditions, produire de Toxygfene 
(Oj - , Oj^-, ; Wieckowski et Majewska, 1990). 

Par contre si on prend le cas du LHC-II, les earotenoTdes ne suffiraient que 
partiellement a la tache de protection des chlorophylles. Le reel m6canisme 
impliquerait Papoprot6ine du LHC-II qui agirait comma banrifere pour PO2. done 
protegeant les pigments des dommages causes par la phetooxydation (Siefermann- 
Harms, 1990). 

Dualisme pigmentaire : antenne collectrice de lumldre ou photoprotection? 

Cette section a pour objectif premier de faire une recapitulation des travaux et 
resultats obtenus antdrieurement (...et dont une grande majority ne sont pas publie) 
et cela en consid6rant la litt^rature comma point de repdre. Les pigments scrut^s d la 
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loupe ont des fonctions sp6cifiques en relation avec leur environnement imm6diat et 
leur emplacement tridimensionnel. 
Flux photonique 

Les chlorophylles, princlpalement la chlorophylle-a. sont reconnues pour etre 
tf excellents capteurs de photons, et ainsi inltler le transfert 6nerg6tique jusqu'au centre 
5 r^actlonel (voir {'introduction). Par centre le jeu subtil qu'elies entretiennent avec les 
carot^noTdes est particuli6rement obscur. 

Nous aurons Poccaslon de revenir sur I'implication des chlorophylles, mais pour 
bien comprendre les Interactions de la masse pigmentaire, il est primordial de bien 
suivre les carotdnoides et de comprendre les rdles respectifs de ceux-ci en fonction 
10 de leur organisation. Nous commencerons cette section par une br6ve incursion au 
niveau de la fonction d'antenne collectrice de Iumi6re par les pigments. Par la suite, 
nous appliquerons ces notions dans le but tfintroduire la fonction la plus 
representatative des carotenoTdes: la photoprotection. 

La Iumi6re peut etre consider6e de nature ondulatoire ou particulaire. La nature 
15 particulaire de la lumiere est exprimee en quanta ou photons: ce sont des paquets 
d*6nergie dont chacun a une longueur d'onde specifique. L'6nergie de chaque photon 
est inversement proportionnelle a la longueur onde. Une motecule (pigment) ne peut 
done absorber qu*un photon d la fois, et ce photon ne peut exciter qu'un seul 6lectron. 
L'6lectron dans son dtat fondamental, peut 6tre excit6 d une distance 
20 correspondant d r§nergie exactement egale a Tenergie rfun photon absorb*. Le 
pigment est maintenant dans un 6tat excite (singulet ou triplet), et I'Snergie d'excitation 
est utilis^e lors du processus de la photosynth^se (figure 2; module simplifi* du 
transfert energ6tique (excitation et d6-excitation; Salisbury et Ross, 1992). 

Les carotenoTdes ne sont pas seulement impliqu^s dans Tassemblage (Senger 
25 et Straliberger. 1978; Braumann et al.. 1984; Humbeck et al., 1989) des 
photosyst^mes, mais aussi comma photoprotecteure et comme antenne collectrice 
de lumidre, comme nous le verrons dans les lignes qui suivent. 

La fonction de photoprotection des carottnoTdes inclut le transfert d'^nergie 
de la Chi dans son 6tat triplet (^Chl*) vers une carot6noTde dans son 6tat fondamental 
30 (^Car). et la dissipation de P^nergie d travers une relaxation non-radiative de la 
carot6noTde rSsuitante (W) (Krinski. 1979; Cogdell, 1985; Siefenmann-Hamis, 1987; 
Frank et al., 1991; Mimuro et Katoh, 1991; Young. 1991): 

'Chr + ^Car — > ^Chl + ^Car 
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'Car* — >^Car ♦ chaieur 

Le "quenching" de la 'Chr orfevient la a^n^ratin n de l'Qxvq&n>» sinaulet fit Hpq 
SMperoxydes (qui sont produits par ('accumulation de I'excds d'6nergie) en favorisant 
la *Caf (Mathis et Schenck. 1982), cette fonction est particulidre aux carot6noTdes 
(Koyama. 1991). L'oxygdne singuiet et les superoxydes sont formes du c6t6 r6ducteur 
du PSI. Une grande quantity est convertie en peroxyde d'hydrogene et en oxyg6ne par 
la superoxyde dismutase (Takahashi et Asada, 1988). La fonction principale de ces 
pigments associes au centre r6actionnel est d'accepter l*6nergie (triplet) des 
chlorophylles. et de la dissiper en chaieur. 

II est connu que la presence de U-carotfene au sein du centre r6actlonnel, 
facillte le transfert d'6nergie ^hl* -> '(S-carot6ne. Ce ph6nom6ne protdge grandement 
la chlorophylle-a et -b du LHC-I. En absence de I'antenne collectrice de lumfere (ou 
lorsque I'exc6s de lumfere est tel. que les pigments p6riph6riques du centre r6actionnel 
prennent la rel6ve). la Chl-a n'est pas prot6g6e et se degrade de fa?on graduelle 
(Purceli. M; th^se de doctoral). Ce ph6nom6ne peut s'expllquer de deux manferes: 1 " 
solt que la B-carot6ne ne participe pas au transfert d'6nergie due au manque d'affinit6 
de r6tat d'6nergie des Chi, ou 2° soit que la B-carotfene serve d'antenne, au meme titre 
que la Chi et les xanthophylles de I'antenne, et de cette fa^on, ce pigment n'est jamais 
en bout de chaTne 6nerg6tique. Cette derniere affirmation corrobore davantage avec 
les hypotheses mentionn6es dans la Iitt6rature, et confimrie la grande versatility de ce 
pigment. 

II y aurait trois chemins pour g6n6rer la *Car*: 1 la recombinaison de charges 
dans le centre r6actionnel, 2° I'homofission (singuiet) entre les carot6noTdes et 3" le 
transfert §nerg6tique (triplet) d'une Chi vers une Car chez les LHC. Les chemins 2" et 
3" indiquent un rapport 6troit (proximit6) entre les carot6nordes (Car-Car) et les 
chlorophylles (Chl-ChI) chez les LHC (Kingma et al., 1985a et b). L'homofission a 
d'ailleurs ete r^vdieedans plusieurs cas de carotenoTdes (Nuijs et al., 1985; HayashI 
et al., 1990; Naruse et al., 1991). Et done, le transfert ^nerg^tique entre carot^noTdes 
s'effectue dans I'ordre de la femtoseconde (Owens et al.. 1992). ce qui pourrail 
expliquer la versatility de ce type de pigment. 

Nous proposons Id un resum6 des r^suKats de travaux ant^rieurs qui nous 
pemiettra de mieux comprendre le fbndement des caracteristiques que nous voulons 
preserver des diffdrents extraits : 
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r Le coeur du centre r^actionnei du PSI est tr^s d6pouill6 en pigment, mais le 
contenu en Chl-a est de plus en plus important quand on approche du P-700 (69.8 %). 
Ce qu'on constate en observant la photod^gradation de ce complexe, c'est la grande 
sensibility de la Chl-a (alteration), sachant que les quantit6s son! les mdmes (en 
vaieurs absoiues) que dans les complexes de 200 chlorophylles et 100 chlorophyiles 
par centre r6aclionnel. De plus, pour la premiere fois dans cette 6tude. on observe la 
formation d'un produit secondaire d la Chl-a survenant lors de sa deterioration. 
2» La ntoxanthlne et la violaxanthine sont probablement associes au transfert 
indirect (ou direct ?) au P.700 (centre r6actlonnel du PSI) puisque la population 
p6riph6rique est tr6s affect6e par la lumiere. 

3' La a-carotene semble confimier son r6le d'antenne et de photoprotection. Dans 
ce cas. peu de xanthophylles peuvent pallier cette dernifere fonction. puisqu'ils sont 
trop pres du centre r6actionnel. Par contre, si on additionne la quantity (en 
pourcentage) de degradation secondaire, la valeur totale de photoblanchiment de la 
B-carotene est minimis6e. 

4° Pour chaque extrait membranaire, la luteins est bien representee, et semble avoir 
une vocation inflexible de collecteur de photons... Par ce fait, ce pigment pourrait etre 
le lien electronique entre I'antenne (LHC-I) et le complexe que Gillbro et ses 
collaborateurs (1993) mentionnaient. 

5° Le pigment le mieux connu, faisant partie du processus de photoprotection est la 
zeaxanthine. A forte illumination, I'appareil photosynth6tique d6-epoxyde la 
violaxanthine via I'antheraxanthine. en zeaxanthine (Siefermann-Harms. 1977; 
Yamamoto, 1979; Hager, 1980; Bilgeretal. 1989; Bilgeret BjOrkman, 1990; Demmig- 
Adams, 1990). A I'obscurite ou d faible Intensite lumineuse, la reaction Inverse prend 
place (Demmig-Adams et al., 1987, 1990; Bilger et al. 1989). 
6" En s'appuyant sur les travaux de Siefennann-Harms, le produit de degradation 
adjacent e la luteine dans les complexes depourvus en antenne collectrice de lumiere, 
serait de la zeaxanthine provenant de la degradation de la violaxanthine. Dans une 
m§me lancee, lorsque les moyens echapatoires aux fortes illuminations sont restreints, 
la Chl-a 88 degrade en Dheophytina-a et cela dans une proportion importante; mais 
ce pigment est rapidement degrade e son tour (Siefennanm-Hamns. 1988; Maeda et 
Watanabe, 1992). 

La fonction d'antenne collectrice de lumiere chez les carotenoTdes, se 
produit lorsqu'il y a absorption de I'energie lumineuse par une ^Car pour generer un 
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6tat d'excitation singulet 'Car , et puis le transfert d'^nergie d une Chi dans son 6tat 
fondamental (Larkum et Barrett, 1983; Siefermann-Harms. 1985; Owens et al.. 1992): 

'Car -t- Iumi6re — > 'Car 
'Car + 'Chi — > *Car + 'Chi* 
Les carQt6nQide8 oeuvent done sftn/ir ^';^ ntenne mllPrtrice de lumiprp dans les 
r6gions oCi la Chi n'est pas tr6s efflcace (WasielewskI et al., 1986; Trautman et al., 
1990). 

7" Les Chl-b absorbent I'energie au sein du LHC-I, et la retransmettent aux Chl-a ou 
aux Car de fa^on tr^s efflcace. 

8° Quoique faiblement representee dans I'antenne de pigment, la violaxanthine est 
la plus durement touch6e. En observant ce pigment exclusivement dans le centre 
r6actionnel, on constate une alteration moins prononc6e. indiquant qu'elle participe ^ 
I'absorption directe des photons dans le LHC-I. Ce pigment est d'ailleurs le seul a se 
photod6grader en une fomie. 

9° Les deux autres xanthophylles (n6oxanthine et Iut6ine) pr^sentes sont beaucoup 
plus r^sistants que la violaxanthine. 

10° L'alt6ration de la n6oxanthine est principalement localise au niveau du centre 
reactionnel, et done qu'il ne particlperait que de fagon accessoire d Tabsorption des 
photons au niveau de I'antenne. 

11 " Le compoftement de la B-carot6ne dans le centre reactionnel, est spectaculaire. 
Quolqu'elle constitue une grande proportion des pigments entourant le centre 
reactionel, elle n'est aucunement affectee par I'lllumination. On constate clairement 
que la K-carotene joue un r6le tr6s different, qu'elle soit logee dans I'antenne ou au 
coeur du complexe. 

12" Des carotenoTdes, il semble que les luteines et les a-carotdnes sont ceux qui 
demontrent la plus grande affinite d I'absorption lumineuse de fagon accessoire. 

L'efficacite du transfert energetique de fagon generate (Car -> Chi), est tres 
variable, quoique trds rapide: de 3 ps ± 1 (Glllbro et al., 1988) et 3,8 ps (Shreve et al.. 
1991). Plusleurs points peuvent Stre emis pour expliquer cette variabllite: 1° la 
proximlte (essentiellement des liaisons de van der Waals) entre les carotenoides 
(donneurs) et les chlorophylles (accepteurs), 2' un bon chevauchement spectral entre 
remission du donneur et I'absorption de I'accepteur pour ainsi conserver I'energie du 
processus de transfert et 3' une faible capacite de conversion interne (S, -> So) chez 
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ies carotenoTdes (Cogdell et Frank, 1987; Frank et al.. 1992). Dans cette mSme 
optique, les demi^res ann^s ont 6t6 prolifiques dans r^lucidation de la sp6cificite 
hypoth6tique des carot6noTdes via leur emplacement dans le complexe membranaire. 
Les etudes ont port6 principalement sur la confomiation des pigments. Les 
carot6noTdes garderaient une confomiation tout-trans dans les LHC, d'oCi I'association 
avec la fonction de collecteur de Iuml6re (Iwata et al., 1985; Koyama et al.. 1988; 
Koyama, 1990). Tandis que les carot6noides du complexe du centre reactionnel 
adopteraient une conformation cIs, associ6e aux fonctions de photoprotection (Lutz 
et al.. 1976. 1978; Cogdell et al., 1976; Agalidis et al., 1980). 

La fonne tridimentionnelle tout-trans offre i ce type de pigment plusieurs 
fonctions compl6mentaires: capter, transf6rer et emmagasiner I'^nergie. 

Cette configuration est avantag6e pour ces fonctions, car elle a un coefficient 
d'extinction molaire plus eleve. Get avantage se resume d I'absorption lumineuse et 
au transfert d'6nergie singulet-slngulet. De plus, l*6tat triplet tout-trans des 
carot6noVdes peut emmagasiner de l'6nergie triplet, car il ne peut la dissiper 
efficacement. Cela pourrait expliquer la grande versatility fonctionnelle de la S- 
carot6ne, avec et sans I'antenne collectrice de lumi^re. 
Conclusion 

En guise de conclusion partielle, nous pouvons affirmer que cliaque pigment 
a un rdle spdcifique en relatton avec son emplacement tridimentionnel. 

Suite aux fortes illuminatfons les pigments se ddgradent k des vitesses 
variables (chlorophylles et carot6noIdes). Cette allegation est la pierre angulaire et le 
point de depart des experiences pour une meilleure comprehension des mecanismes 
rdgissant le flux energ6tlque i travers I'antenne collectrice de Iuml6re et le complexe 
du centre r6actionnel, de la p§riph6rie jusqu'au centre r6actionnel. 

Se basant sur les spectres d'absorption des diff6rents extraits membranaires, 
face d de fortes Illuminations, nous avons constate la presence d'une forme de 
chlorophylie-a absorbent d des longueurs d'onde eievees (environ 705 nm) et qui 
serait localisee au sein de rantenne collectrice de lumiere du PSI (LHC-I) et 
probablement chez le LHC-II mobile. Elle a done ete deoeiee par le deplacement (vers 
le bleu) de la bande d'absorption de la Chl-a (dans le rouge) et caracterisee plus en 
detail par les spectres de differences. Cette fonne de ctilorophylle pourrait participer 
e la photoprotection d'autres fomnes de pigments, sachant qu'elle se photodegrade 
tres rapidement 
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Sans inventorier chaque pigment de chaque complexe, nous pouvons faire 
ressortir les caract^ristiques originates et les diff^rents points saillants qui nous 
servirons a mieux comprendre le flux 6nerg6tique. et les moyens de photoprotection 
qu'utllise le PSI: II est noter que la ft-carottne est absente des antennes collectrices 
de lumi^re, par centre cette lacune est bien compens6e par I'abondance des 
xanthophylles. notamment la lut^ine (63 %) et la n6oxanthlne (65 %). Ce m§me 
pigment (IJ-carot6ne) est present en grande quantity en p6riph6rie du complexe du 
centre rfeactionnel (79 %). rem6diant ainsi d Fabsorption photonique lorsque I'antenne 
est absente 

La distribution precise des diff6rents pigments nous pemiet d'avoir une 
approche plus globale du flux 6nergetique et de la photoprotection que les complexes 
mettent en branle pour pallier d la surexcitation (Figure 3; localisation et proportion 
relative des pigments au sein des complexes de PSI-200. PSI-100, PSI-30 et de LHC- 
II. Les rapports en pourcentage de chaque pigment en fonction de son emplacement 
tridimensionnel sont indiqu§s entre parentheses. La localisation des polypeptides est 
basee sur la Iitt6rature. La distinction des deux antennes collectrices de lumiere du PSI 
(LHC-1 680 et 730) est sous forme d'organigramme sch6matique, sachant que le PSI- 
200 contient les deux sous.unit6s et que le PSI-100 en est d^nu^. II en vas de m§me 
pour le LHC-II dont I'emplacement est relative). 

Dans ce cadre ci, la dissipation energ6tique (triplet-triplet) est assure 
principalement par la B-carot^ne et de fagon moins importante, par la violaxanthine. 
La n6oxanthine et principalement la lut^ine sont tr6s rgsistantes aux fortes 
illuminations: lis ne participant done que trfes peu d la dissipation 6nerg6tique. Ces 
deux holochromes pourraient prot6ger la Chl-a tors de surexcitattons (figure 4; mod§le 
hypoth6tlque des transferts ^nerg^tiques dans le PSI natif (PSI-200). La largeur des 
filches est fonction de la quantity de pigments impliqu6s). 

En absence de LHC-I (ou torsqu'il estsursatur6 en photons), le flux 6nerg6tique 
prend une toute autre allure. La principale caractdristique de ce complexe reside dans 
le fait que la li-carot6ne, qui est en quantity appreciable, ne participe nullement d la 
dissipation 6nerg6tique. Cette assertion met en doute la fonction de photoprotecteur 
de la B-carot§ne v6hlcul6e dans la iitt^rature. Cette demi6re figure semble confirmer 
I'ordre d'efficacit6 de la transition ^nerg^tique chez les carot6noYdes en fonction du 
nombre de double liaisons conjugu^es : 
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a-carotdne > Iut6ine > ndoxanthine 

violaxanthine 

Ces derni6res pages ont pour but d'exposer un portrait de la membrane 
photosynth6tlque et de mieux comprendre les raisons qui nous ont pousse i adopter 
les strategies exp6rimentales d6crltes dans les sections suivantes. Le ooint le p lus 
important , gt tom rep ose m rid6e d e pr ese rvation de ractivite photosynth^tiaue. Cette 
Strateqie imPlique de qarder la structure tridimensi o nnelle de la membrane 
thYlaCpTdienne . CO mPrenant les oro t eines et surtout un bon rapport 
ph|orQPhylle$/garQt6P0TdQ^. En ralson du fait que la toute premiere quality recherch6e 
est la capacite de capturer les radicaux libres, les carot6noides doivent etre presents 
et rapproch§s des chlorophylles, pour que les transferts et conversions appropries 
s'effectuent. C'est dans cette optique que la pr6sente invention a 6t6 d6veloppee. 
I'ARTANTERIEUR; 

Le brevet am6ricain US 4.698,360 d^crrt un extrait de plantes comprenant des 
pro-anthocyanidines utiles comme capteurs de radicaux libres. Le procedd de 
fabrication de cet extrait comprend les 6tapes suivantes : 

1) Tobtention d'une poudre d'ecorce de pin, 

2) I'extraction des principes actifs dans I'eau bouillante. 

3) la s6paration du liquide de la mati6re solide, 

4) le refroidissement de la phase liquide d 

5) une etape de filtration. 

6) la precipitation de prot^ines ind6sirables par «salting out*>. 

7) I'extraction des principes actifs en acetate d*6thyle, 

8) le s^chage de la phase organique. 

9) la resuspension et la pr6cipitation des principes actifs en phase chloroforme. 
et 

10) une autre 6tape de resuspension suivie d'une purification plus pouss6e. 
Cette reference s'adresse d {'isolation d'un type sp6ciflque de principe actif de 

la plante, et non d la pr6paration de membranes thylacoYdlennes qui comprendraient 
dans I'ensemble des composantes photosynth6tiques, c'est-^i-dire dans lesquelles les 
pigments synth6tiques ne seraient pas s^parSs les uns des autres. 

Cette r6f6rence est typique des enseignements retrouv6s en g6n6ral dans Tart 
ant6rieur. Les r§f6rences de Tart ant6rieur s'adressent plutat syst6matiquement d 
risolation d'une ou plusieurs composantes de plantes. et jamais d {'isolation de 
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membranes thylacoTdes dans leur ensemble, qui contiennent une portion majeure de 
leurs constituantes pr6serv6es et activables. 

Glick et al. (1985) dans Planta mi 487-494 d6crivent les variations dans les 
rapports stoechiom6triques des photosystdmes II et I (PSII/PSI) lorsque les plantes 
(pois) sont soumis k divers types de luminosity. Une Iumi6re verte est utilis6e pour 
6valuer la capacity de transport d'6lectrons de PSI et PSIl en pr6sence d'Indicateurs 
sp6cifiques comme le 2,5-dim6thyl-p-ben2oquinone (PSIl) et NADP (PSI). La lumi^re 
verte n'est cependant pas utilis6e pour conditionner les plantes dans un proc6d6 visant 
I'isolation des membranes thylacoTdiennes int6gres et activables. Cette r6f6rence vise 
essentieilement I'^tude de la composition des chioroplastes et non la preservation de 
leur activity en fonction d'une luminosity precise. On conditionne plutat les plantes 
dans des luminosit§s dypiyt^es ou enrichies en longueurs d'onde rouges. Cette 
ryfyrence n'est pas concern6e par le fait qu'il faille garder rapproches les pigments 
carotenoTdes et chlorophylliens, de fa?on y favoriser la capture des radicaux libres et 
le transfert efficace des electrons des chlorophylles aux carot6noides. Done, les 
conditions visant d garder rapprochds ces pigments et ce, dans un ytat fondamental, 
ne sont pas sp6cifiquement abord6es et reunies dans cette r6f6rence. 

Mason et al. (1 991 ) dans Plant Physiol. gZl 1 576-1 580 enseignent une m6thode 
d'isolation des chioroplastes qui fait appel au passage d'une solution de plantes d 
travers une aiguille numero 27 d une vitesse de 0.5 ml par seconde, plutdt qu'd un 
dychiquetage par homog6n6isatlon. La preparation est faite dans un tampon de pH 7.5 
comprenant 0.3 M de sorbitol. On Installe ensuite cette preparation sur gradient de 
Percoll oil les chioroplastes sont s^pares des autres constituantes, y compris des 
membranes thylacoidiennes. Ce precede est done different du present precede qui 
vise essentieilement la recuperation de ces membranes thylacoTdiennes par des 
etapes plus simples et plus faciles d conduire d large echelle. Les conditions 
lumineuses ne sont pas abordees dans cette reference, pas plus que les conditions 
pennettant de garder integres et rapprochees les constituents de membranes, le but 
de cette reference etant de garder les chioroplastes et non les membranes 
thylacoTdiennes intacts. 

La demande de brevet canadienne 2,11 0.038 decrit un precede de stabilisation 
d'extraits de plantes. Cependant. ces extraits sont des jus cellulaires et non des 
membranes thylacoTdiennes. II n'est pas fait mention d'enlever I'eau comme donneur 
naturel d'eiectrons dans les membranes. La solution proposee est done fort differente 
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du pr6sent proc6d6. Un solvant polaire miscible d I'eau (comme un alcool ou un 
ac6tone) est ajoute au tissu de plantes qui y est mac6r6, ou encore ce solvant est 
ajout6 d un extrait aqueux de plantes. Un extralt de substances lipophiles est ainsi 
obtenu; les prot^ines pr6cipltent. Les pigments photosynth6tiques qui sent liposolubles 
peuvent §tre rdcup^res par cette m6thode, mais lis pourraient Stre dissoci6s et non 
demeurer int^ri6s aux membranes. II n'est pas certain que des membranes trait6es 
de cette fafon garderaient leur int6grit6 ou encore qu'elles seraient renaturables et 
fonctionnelles, une fols r^hydrattes. 

En vue de ce qui pr6cede. aucun proc6d6 unitaire et pratique n'est enseigne 
qui conduise ^ I'isolatlon des membranes thylacoTdiennes actives, au moins du point 
de vue de leur capacit6 d capturer les radicaux libres et ce, ^galement dans les 
conditions qui les stabilisent. 

Dans un processus d'obtention de membranes thylacoidiennes actives, le defi 
est de les recueillir integrates et activables, de fa^on d ce qu'eltes puissent capter les 
radicaux libres de fagon optimate. Un autre defi est de stabiliser ces membranes de 
fa?on a ce qu'elle gardent teur potentiel d'activation pendant plusieurs mois. La dur6e 
de vie de tels extraits, qui serait prolong6e sur une tablette. ferait en sorte que I'on 
puisse produire et remiser ces extraits et les 6couler sur le march6 dans un temps 
raisonnabfe sans perte d'activit^. 

Beaucoup d'information est disponible sur les photosystdmes et leurs 
composantes. Malgr6 cette Iitt6rature abondante, personne ne semble avoir publi6 un 
proc6d6 r6unissant des conditions d'isolation et de preservation d'actlvlt6 de 
membranes thylacoTdiennes Integrales. 

Un tel precede d'isolation serait done souhaitable dans le but d'obtenir des 
membranes thylacoTdiennes d haut niveau d'activite. 
LE SOMMAIRE DE L'lNVENTION 

La presente invention a pour but de foumir un precede simple d'ex6cution 
visant e obtenir des extraits de membranes thylacoTdiennes dans un etat tel qu'elles 
sent pleinement activables. 

Le premier objet de I'invention est done une methode de preparation d'un extrait 
de plante comprenant des membranes thylacoTdiennes d composantes activables. 
ladite methode comprenant : 

A) un conditionnement de la plante dans un environnement lumineux de longueur 
d'onde entre 220 nm et 500 nm, qui favorlse rexcltation selective d'un ou plusieurs 
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pigments photosynthdtiques ou dans un environnement lumineux de longueur d'onde 
entre 500 et 600 nm, qui ne favorise pas d'excitation de pigments, et optionnellement. 

un conditlonnement de la plante dans des conditions s^lectionn^es pamii la 
s6cheresse, rhyperosmolarit6, un traitement homional. la chaleur et le froid. qui 
pemnet i'enrichissement s6lectif de la plante en constituants induits par lesdites 
conditions; 

B) la dispersion m^canique des constituents de la plante ou des tissus de cette 
plante, dans un milieu liquide permettant de conserver rint6grit6 et la fonction des 
membranes thylacoidiennes par le contrfile des paramdtres suivants dans ledit milieu : 

une viscosity correspondant d environ 1 ei 1.3, 

une fluidite entre 0.5 et 5 poises, 

un pH de 6 ^ 8, 

une temperature comprise entre environ 2 et 20° C, et 
une hypertonicite correspondant d 0.3 d 0.4 M de sucre 
ladite dispersion m6canique conduisant d I'obtention d'un premier extrait 
essentiellement constitue de membranes thylacoVdiennes, de d6bris cellulaires. et 
d'une phase liquide, lesdites membranes thylacoVdIennes comprenant des pigments 
photosynth^tiques int^gres. 

Get extrait grossier peut §tre fractionn6, auquel cas la m6thode comprend 
I'etape ult6rieure de separation des membranes thylacoidiennes des debris cellulairBS 
et de la phase liquide, pour former un deuxifeme, un troisi6me et un quatri^me extraits 
constitu6s essentiellement de membranes thylacoidiennes, de d6bris cellulaires et de 
la phase liquide, respectivement. 

Le deuxidme extrait qui comprend les membranes thylacoTdiennes peut 6tre 
stabilise, auquel cas la m6thode comprend I'etape ulterieure d'eiimination raplde du 
taux d'humidite dudit deuxieme extrait de fagon d retirer I'eau comme donneur 
d'eiectrons et d stabiliser lesdits pigments photosynthetlques dans I'etat oCi lis sont 
apres {'extraction. 

L'etape de reduction rapide du taux d'humidite peut §tre effectuee en 
congelation et sous vide. 

Des extraits resultant de la mise en oeuvre du present precede et de ses 
variantes constituent un deuxieme objet de cette invention. 
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L'utllisation du deuxi^me extrait resultant de la mise en oeuvre present proo6d6 
et de ses variantes comme capteur de radicaux libres constituent un troisi^me objet 
de cette invention. 

Les extraits lyophilis6 sont actives en les r6-hydratant. 

Les extraits utiles comme anti-oxydants comprennent des chlorophylles d l'6tat 
singulet et des carot^noTdes d I'^tat fbndamental. 

Leur utilisation r6sulte en le traitement ou la prevention des maladies ou 
d6sordres m6di§s par la formation des radicaux libres, par example celles et ceux 
ayant une ^tiologie relive d I'inflammatlon, le cancer ou le contact avec des 
inradiatlons, notamment dans le spectre ultraviolet. 

Une composition de mati6res et un dispositif qui comprennent tout extrait de 
cette invention sont ^galement sont sous la port^e de cette invention. 
DESCRIPTION DE L'INVENTION 
Preserver I'activitd photosynth6tique pennet : 

1 " de maximiser I'effet des diff6rents composes extraits (pigments, prot6ines, 
vitamines...), 

2° de preserver I'int6grit§ des diff6rentes molecules actives de la plantes, 
3" de contrdler l"6tat des diff6rentes mol6cules (principalement les pigments). 
La production d'extraits comporte plusieurs etapes qui seront optimises en 

fonction des caracteristiques de chaque produit fini recherche. 

Chacune des stapes sont pr6c6d6es ou non du temie « optionnelle », ce qui signifie 

que cette 6tape n'est pas requise afin d'obtenir I'extrait final mais qu'elle ajoute une 

particularity qui d^fini d'avantage une future application. 

Le proc6d6 

1 . Conditionnement de la matidre premidre 

Environnement neutre : lumi^re verte ou obscurit6, ou autre (optionnelle). 

Cette etape vise d laisser d l'6tat fondamental (neutre) ou d modifier le 
composition des membranes ttiylacoTdiennes avant leur extraction, afin d'obtenir des 
extraits enrichis en certaines composantes pour les utilit^s particulidres. 
Conditionnement luminenv • || est possible de contrdler les ^tats d'excitation en 
dclairant de fafon sp^ciflque un groupe de pigments et non un autre. Par exemple. 
nous avons trouv6 que la violaxanthine serait le protecteur par excellence au niveau 
de la membrane photosynth6tique (Purcell, 1993). Notre m6thode d'extraction permet 
d6jd de feire verier le rapport chlorophylles/carot6noYdes; done deux choix s'offrent i 
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nous : ajouter artificiellement de la violaxanthlne d I'extralt ou mieux encore, contraier 
las carot6noi(des conrtparativement aux chlorophyBes. en 6clairant d I'alde d'une bande 
passante tr§s mince (465-475 nm). 

Condltionnement thermique : Une br^ve adaptation d la chaleur provoque la synthase 
de protelnes du choc thennique. Ces prot^ines diminuent grandement les probl6mes 
relics d I'arthrlte (Vierling, 1983). 

AutreS COnditionnementS : hormnnany osmotiguRs s 6chereRSR froid etr. 
2. Homog^n^isation 

La pulverisation est une technique mecanique pennettant d'isoler les diff6rents 
tissus foliaires. Elle consiste d couper les organes m^sophilliens (feuilles ou aiguilles) 
d I'aide d'un couteau rotatif (homog6n6isateur domestique), par exemple. 
£l6ments essentiels : - Iuml6re ambiante contr6l6e (pour minimiser le Hux 

d'excitons) 

- temperature du materiel de 2° e 20 C (pr6f6rablement sous 
4 °C) afin d'augmenter la density cellulaire, principalement 
Chez la vacuole. 

- tampon hypertonique (sucre) 

Protocole resume : 

2.1. Tampon d'homog6n6isation 



Volume, 


Produit 


PH- 


Molarite 


poids 






finale 


6 ml 
50 ml 
1.5 ml 
243.5 ml 


Tampon Tris (1M) 
Sorbitol (2 M) 
MgClj(1 M) 
HjO 


7.0 


20 mM 
330 mM 
5 mM 


300 mi 









le pH peut varier de 6 d 8. 

2.2. Faire geler le tampon jusqu'd I'obtention de cristaux 

Le rapport plante/tampon est d'envlron 1/3 (p/v) (100g/300ml) en prenant 
comme standard r^plnard. 

2.3. Homog6n6isation au m6langeur, dur6e : environ 30 secondes 

Notes : - les plantes utilis^es sont des feuilles d*6pinard (d'autres esp6ces ont aussi 
6t6 utilis^es) 
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- te rapport (plante/tampon) peut varier IdgSrement en fonction de I'esp6ce 
v6g6tale (voir la section r^suKats) 

- les tests ont 6t6 faits avec le present tampon, par contre le tampon Tris 
peut Stre remplac6, par example, par un tampon ac6tate ou ascorbate, 
pennettant une Ingestion sans risque et dans le cas du tampon ascorbate, 
fournir de la vttamlne C. 

- le sorbitol est ajout^ au tampon pour pr6server I'int6grlt6 membranaire 
(chloroplaste) il pourrait §tre remplac6 par le saccharose commercial, qui 
est beaucoup moins coOteux. La concentration peut varier entre environ 0.3 
d 0.4 M. 

- le MgClj a 6t6 ajout6 pour faclliter les mesures biochimiques, mais pourrait 
ne pas figurer dans le produit final. 

2.4. Cette 6tape est r6alis6e dans un environnement lumineux controte. 

Si la pr6servation de ces pigments dans leur 6tat fondamental n'est pas une 
preoccupation premiere, on peut travailler d des longueurs d'ondes en-dessous de 
500 nm ou au-dessus de 600nm. 

Cependant. lorsque la preservation des pigments dans leur etat fondamental est 
desir^e, il faut travailler dans des conditions particuli^res 

- id6alement d l'obscurit6, ou 

- d une longueur d'onde d'environ 500-600 nm (Iumi6re verte). 

La composition du tampon est choisie du fagon d conserver I'int6grit6 
fonctionnelle des membranes. Une viscosity variant entre environ 1 d 1.3 est Id6ale. 
II faut done ajouter des ingr6dients comme des sucres en quantity suffisante. 
tgalement, on veut obtenir un milieu d'une fluidity d'environ 0.5 d 5 poises, que se 
rapproche de la fluidity des membranes photosynth6tlques. Un pH neutre (de 6^8) 
a ete choisi afin de malntenir une concentration optlmale d'ions H* d I'aide de tampons. 
Afin d'6vlter que les pigments ne se dissocient, II faut des sucres et un pH acceptables. 
La density des fluides cellulalres est maxlmls6e en travalllant au frais et iddalement 
au froid (0 d 20 °C pref^rablement en dessous de A'C). 

2.5. L'homog6n6isation libdre les structures membranaires sans substantiellement 
modifier les structures mol^culaires. On augmente la surface des composantes 
cellulaires sans protection cellulosique. 
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A partir d'dpinards, le rendement et refficacit6 de r6cup6ration de membranes 
devrait avoisiner una valeur de 10 d 40, nomfialement environ 25. selon I'^quation 
suivante : 

a/p = 26 

ou a- rapport poids frais/poids sec 

P = rapport poids frais/volume de milieu hypertonique. 

II est d noter que le rendement peut varier en fonction du volume de tampon 
choisi. C'est sp^clalement de cas quand le materiel v6g6tal a un faible pourcentage 
en eau et/ou une aire de surface cellulosique 6lev6e. En comparaison avec les feuilles 
d'6pinard. des aiguilles de conif6res par example, requidrent un volume 
substantiellement plus 6lev6. Le volume de 300 mL devrait done etre multipli6 par un 
facteur qui s'approctie du ratio aire de surface d'un v6g6tal/aire de surface de 100 g 
d'6pinards, afin de s'assurer une bonne extraction. 
3. Filtration 

Centrifugatlon : La separation des tiiylacoidiennes (chloroplastes delates ou non) des 
d6bris celluiaires se fait sur le principe des coefficients de sedimentation. Le coefficient 
des membranes internes du chloroplaste est sup6rieur d celui des organites celluiaires. 
Conditions de centrifugation : 10 minutes d 10,000 x g, dans des godets mobiles. Une 
force centrifuge moindre mais sup6rieure a 3000 xg peut dtre utilis^e, en allongeant 
s'il y a lieu le temps de centrifugation (Figure 6). Durant leur sedimentation, les 
membranes passent d travers un filtre de 100 a 140 mesh environ (120 mesh 
preterablement) afin de r6cup6rer un culot de membranes. Les d6bris celluiaires sont 
arretes par le filtre situ6 dans une portion sup^rieure du tube de centrifugation (Figure 
5). Le culot peut §tre utilise immediatement tel quel, ou §tre fractionne ou stabilise pour 
usage futur. 

Ptiriflcatton (opt i onneile) : Les tests que nous presentons ne presentent aucune 
purification. 

Protocole: - resuspendre le culot forme de membranes enrichies en 
thylacoTdiennes d I'aide du m§me tampon que pour 
rhomogeneisation mais sans sucre, 
- centrifuger dans les ntiSmes conditions (tubes standards). 
4. Lyophilisation 

Cette technique nous permet de stabiliser les membranes. 
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Protocole : - recueillir les culots et les d^poser dans un vial (les culots 
obtenus de 100 g de plantes, peuvent Stre d6pos6s dans le 
meme vial). 

- faire le vide dans la chambre et abaisser la temperature d -50X 

- dur6e : environ 4 heures. 

Cette etape permet de retirer rapidement les motecules d'eau lides ou non-li6es 
aux membranes, afin d'6liminer le donneur naturel d'6lectrons au PSII. Les 
membranes demeurent stables tant que de Teau ne leur est pas ajout6e. 
La procedure de Textrait que nous pr6voyons commercialiser se termine avant ou avec 
la lyophillsation. 

5. Fractionnement (optionnelle) 

Par ultracentrifugation et separation chromatographique 
Plusieurs complexes sp6cialises qui poss6dent des propri6tes singulieres du 
point de vue fonctionnelle du peuvent etre extraits de la membrane thylacoTdienne : 

• Centres reactionnels 

• Complexe de cytochromes 

• Enrichie en pigments (chlorophylles. carotdnes. xanthophylles) 

• Les plastoquinones 

• Extraits non photosynth6tique (noyaux cellulaires) 

• Les mitochondries 

6. Composition et caract6rlstfques de Textrait (partant de I'dpinard): 
Notre extrait est pur (estimation : > 90%), photosynthdtiquement actif, 

stabilise et contrdiable. 
Contenu : 



Pigments : 



Types 



Concentration 



Chlorophylles : 



chlorophylie-a 
chlorophylle-b 



50 mg/g de produit 
15 mg/g de produit 
30 mg/g de produit 



Carot6noYdes : 



totaux 



Proportions : chlorophylle-a 
chlorophylle-b 
p-carot6ne 



7-10% 



55-60 % 



15-20% 
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lut^ine 



6-7 % 



n^oxanthine 



6-7 % 



violaxanthine 



4-5% 



chlorophylline 
zeaxanthine 



variable 



variable 



a-carot^ne 



trace 



phdophytine 
phycobillsome 
flavonoTde 
lycopdne 



d v6rifier 



d verifier 



trace 



d v6rifier 



Autres motecules avec pouvoir anti-oxydatif : 
Vitamines : (quantity d verifier) 

Vltamlne A (relte aux carot6nordes) 
Vitamines du groupe B (incluant B^j) 
C (naturelle et ajout6) 
K (phylloquinone) 
F 

Min6raux : Mg, Fe, I, Zn, Mn, CI. Cu... 
Autres : (quantity h verifier) 
Thior6doxine (anti-allergdne) 

Anthocyanes (stimule la synthase de collag6ne et protfegent les capillaires) 
Tanins (anti-oxydant et propri§t6s cicatrisantes) 
Cytochromes 
Plastoquinone 
Support physiologique aux structures actives : 

• 60 prot6ines par centre r6actionnel (comparaison - 500 Chl-a/centre 
reactionnel) 2 fonctions principales : structure et activity photosynth6tique; 

• Lipides (MGDG, DGDG, SQDG et PG). 
Dimension des membranes: 

Environ 70 - 200 A (7-20 nm) 
Activity : 

Nous comptons utiliser les membranes thylaco'fdiennes comme "chasseurs" de 
radicaux libres. 
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Afin d'engendrer I'effet d6sir6 (anti-oxydatiO, nos extraits pr^sentent une activity 
photosynth6tique similaire d la plante in situ. Cette activity permet de b^n^ficier du 
plein potentiel des molecules de par le fait qu'elles sont dans leur milieu d'origine. 
L'organisation mol^culaire est telle qu'elle nous perniet de contr^ler de I'ext6rieur, I'etat 
des molecules (de transition). 

L'actlvite a 6te mesur6e par plusieurs techniques : Le d6gagement d'oxyg6ne. 
la photor6ducHon du DCPIP et la fluorescence. De plus rint6grit6 de nos extraits est 
6valu§e par une technique qui consiste d mesurer un courant 6lectrique en continu; 
une disorganisation (baisse d'efTicacitd) serait aussitdt ditectie. 
Stability : 

Les pigments sont stabilises dans leur itat fondamental (Fo), se qui pemiet d'optimiser 
et de synchroniser I'effet d6sir6 lorsque les mol6cules sont excit6es dans leur etat 
singulet ou triplet. La stability est possible parce que le premier donneur d'6lectrons 
de la chaTne (I'eau) a dt6 retir6 de I'extrait. 

Cette stability (mesurSe par I'activite photosynthetique et la concentration des 
chlorophylles et des carotenoides totaux) persiste olusieurs mois apr6s I'extraction. 

Detection : 

Nos extraits sont facilement d6tectables puisqu'ils fluorescent naturellement; 
ils peuvent done 6tre utilises comme sonde ou Stre d6tect6s au site d'action. 
Toxicity : 

Aucun produit toxique. solvent, detergent ou agent de conservation n'a iti 
ajoute, meme d faible concentration. 
Forme : 

Les extraits se prdsentes sous la fonme solide, siche ou humide, ou liquide; les 
fonnes humides et liquides ne sont pas stables longtemps. 
Solubility : 

Les extraits sont peu solubles dans I'eau mais se rShydratent facilement, ce qui 
pennet de les riactiver. 
Rapidity des reactions : 

L'§change d'information g6n6r§ dans nos extraits sont de I'ordre de la 
picoseconde; ce qui en fait les reactions les plus rapides connues jusqu'd maintenant. 
Ceci permet de r6agir efficacement et rapidement au site d'action avant que les 
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radicaux libres n'affectent les processus cellulaires vitaux (exemple : CarotenoYde _ 
Chlorophylle environ 3-4ps ±1). 
7. Application de la technologie 

II nous semble nnaintenant claIr qu'une des voles les plus prometteuses, en vue 
de commercialiser la technologie, serait dans le domaine des anti-oxydants. 
Mode d'action, un exemple : 

Les molecules les plus largement clbltes sont les radlcaux libres oxyg6n6s 
(=0H, =0-, Oj , H02«, -O3-, R00=, R0=, et plus specifiquement I'oxyg^ne singulet 
('O2). Cette motecule peut se retrouver dans tous les tissus de rorganisme. Elle r6agit 
tr6s fadlement avec un grand nombre de motecules qui ont un r6le primordial dans la 
cellule, en les dSsorganisant ou en changeant ieur conformation. Plus precis6ment, 
cette molecule cause des dommages oxydatife aux liens conjugu6s (acides gras 
insatur^s, acides amines aromatiques... Rybek, 1985). 

Deux voles sont done d consid6rer : - La detection des radlcaux oxygenes 

- La neutralisation des radicaux oxyg^n^s 

Mise en situation : La lumidre peut §tre consid6r6e de nature ondulatoire ou 
particulaire. La nature particulaire de la Iumi6re est exprim6e en quanta ou photons : 
ce sont des paquets d'6nergie dont chacun a une longueur d'onde sp6cifique. 
L'6nergie de cheque photon est inversement proportionnelle ^ sa longueur d'onde. 
Une molecule (pigment) ne peut absorijer qu'un seul photon d la fois, et ce photon ne 
peut exciter qu'un seul Electron. 

L'6lectron dans son ^tat fondamental. peut 6tre excit6 d une distance 
correspondent d l'6nergie exactement 6gale d I'^nergie d'un photon absorb^. Le 
pigment est maintenant dans un 6tat exclt6 (singulet ou triplet), et l'6neigie d'excitation 
est utilis^e lors du processus de la photosynth^se. 

Prenons le cas d'une strat^ie qui impliquerait le potentiel antl-oxydatif d'un 
seul compost pour bien illustrer la notion d'anti-oxydant de seconde g6n6ration que 
nous tentons de mettre de I'avanL Ce compos6 pourralt §tre la chlorophylle. A titre 
d'exemple consid^rons cette molecule excite dans un 6tat triplet : 

»Chi* ♦ »0, - Chi ♦ 'O,* (1) 

La chlorophylle (6tat triplet: ^Chr) qui a absorb^ de la lumidre en presence 
d'oxyg6ne, se d^sactlve (dteit fondamental) en produisant l'oxyg6ne n^faste dans les 
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cellules CO,*). La plantes a trouv6 un moyen efficace pour palier d ce probteme: 
transferer son! ^nergie non pas d I'oxygfene mais d un autre pigment qui a 
fondamentalement une dnergie Infiferieure. Ces pigments, les carot6noTdes. sont en 
grand nombre chez les plantes et dans notre extrait; void done la reaction: 

'Chi* + Car - Chi + »Cai* (2) 
Mais I'inverse est vral que pour I'^tat singulet: 

Car + lumidre - ^Car* {3a) 

*Car* ♦ Chi - Car + ^Chl* (3b) 
Les carot6noide8 dans r6tat triplet ('Car*), se d6sactive sans formation de radicaux 
oxyg6n6: 

'Car* - Car + Chaleur (4) 
Les anti-oxydants classiques, comme la vitamine C ou E, ne peuvent neutraliser 

ce type de mol6cule puisque qu'ils leur est impossible d'atteindre l'6tat d'excitation de 

I'oxygene singulet par exemple. 

Done dans un premier temps il est important de ne pas produire de radicaux 

oxygen6s et done de se pr6valoir des propri6t6s des diff6rents pigments de nos 

extraits. 

Dans une second temps, il est n6cessaire de se d6barrasser des radicaux 
oxyg6n6s. Nous proposons de le faire en utilisant les chlorophylles dans leur etat 
fondamental: 

Chl*'0,*-»Chl* + »0, (5) 

A la lumi§re de ces reactions, nous voyons que la reaction 5 est r§vereible (voir 
reaction 1) et que c'est justement cette reversibility qu'il faut restreindre. Les pigments 
dans leur 6tat fondamental (Chi de la r6action 5 par exemple, comparaBvement k 'Chi* 
de la reaction 1) sont largement favoris6s. De la r6action 5, il nous faut done 
d6sactiver la 'Chi* pour ne pas provoquer sa r6versibillt6. Cette d6sactivation se fait 
spontan6ment en prince d'une carot6noTde dans son 6tat fondamental (voir ruction 
2 suivit de la reaction 4). 

II est important de mentionner que ces reactions se produisent de fapon 
spontante et en absence de lumidre. 

II y a done trols voles pour ggn^rer la 'Car*: 

1 " La recomblnaison de charges dans le centre r^actionnel (d'oCi I'importance 
de 

i'activitd photostynthStique) 
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2** L'homofission (singulet) entre les carot6noTdes 

3" Le transfer! 6nerg6tique (triplet) d'une chlorophylle vers une carot6noide 

Chez les antennes collectrices de lumi^re. 

Les voles 2° et 3^ Indlquent un rapport 6troit (proxlmlt6) entre les carotSnoides 
(Car-Car) et les chlorophylles (Chl-ChI) dans les antennes. Le transfert 6nerg6tique 
entre carot6noTdes s'effectue dans I'ordre de la femtoseconde (Owens et al. 1992, 
Research in photosynthesis Vol. I. p. 179-186). ce qui pourrait expliquer la versatility 
de ce type de pigment. 

Done si on r6sume bri6vement la demi6re section on peut affirmer: 
r Les chlorophylles et les carotenoTdes doivent avoir une organisation structurelle 
permettant ces transferts 6nergetiques. Cette condition est respecte seulement si la 
structure tridimentionnelie est pr6serv6e. Ce qui implique d'avoir non pas des pigments 
mais une structure membranaire comme elle existe dans la plante. Cette membrane 
est done inevitablement constitu6 d'un ensemble de lipldes. proteines et de pigments 
bien organises. 

2^ Les transferts energ6tiques sont possibles que si la membrane est biologiquement 
active. Se qui veut dire que la distance entre les diff6rents complexes pigmentaires et 
proteiques est respect^e. 

II est a noter que Tutilisation de la lumifere (faible ou forte 6nergie) nous 
permettra de controler Textrait dans le cas d'utilisations specifiques. 
8. Secteurs d'appiication envisagds 
Les produits/applicattons 

A la fin du processus, la plante aura ainsi produit toute une gamme de 
composes plus ou moins complexes et specifiques tels que sucres. prot6ines. lipides, 
vitamines et mineraux qui se pr6sentent sous formes vari6es et en quantity variable 
dans les diff^rentes espdces v6g6tales. 

Pamii les compos6s pr6sents dans les diff6rentes esp6ces v6g6tales, certains 
pr6sentent des int6r§ts industriels particuliers. A cet dgard de nombreuses etudes ont 
mis en 6vidence certaines propri6t6s de plusieurs composantes des plantes 
supgrleures A des fins de sant6 ou de soins corporels et d d'autres usages industriels. 
Notre (nos) extrart a des caractferistiques singulidres que nous pouvons utilis^es dans 
diff6rentes secteurs. lis se distinguent particuli6rement par le fait qu'ils sont actife. Ce 
terme est lei utilise pour exprimer r6tat natif des diff6rentes mol6cules et complexes 
moteculaires. La litt^rature regorge de bienfaits associ^s ^ ces motecules. Par centre 
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ces molecules sont 6tudides dans I'envlronnement propre aux plantes; une fois 
retirSes de leur environnement moldculaire, leur interaction, structure et 
fonctlonnement, sont dans la plupartdes cas. trts diff6rents et done ne pr6sente plus 
les promesses de depart. Le proc6d6 mis au point penmet de gareler I'int6grjt6 in vivo. 

Les sous-sections qui suivent ont pour but de dresser de fagon non-exhaustive 
les diff6rentes avenues qu'offre I'extrait ou les extraits produit par I'entreprise. 
Les nutraceutiques (aussi applications pliarmaceutlques) 

La meilleure source pour de tels produits se retrouve dans la blomasse 
v6g6tale. Beaucoup de produits commercialisms sous forme de suppl6ments nutritifs 
avec effets b6n6fiques sur la santd sont disponibles sur le marche. Pour la plupart ce 
sont souvent des plantes ou parties de plantes d6shydrat6es et moulues ou des 
extraits sous forme d'extraits liquides et d'huiles essentielles. Dans bien des cas, les 
diff6rents traitements et manipulations en cours de fabrication ont profondement alt^r^ 
les structures mol6culaires et ainsi diminu6 consid6rablement les propriet6s originales 
recherch^es. 

Des produits nutraceutiques de grande quality seront dor6navant produits. qui 
se d6marqueront de la comp6tition par le fait que les structures moleculaires 
fonctionnelles seront conservdes int6gralement et les structures inutiles seront 
6limin6s. Les produits seront purs avec activit§s biologiques scientifiquement 
d6montrables. 

Dans cette section, nous avons done r6pertori6 les diff6rents 6l§ments actifs 
et subdivis^s en larges fonctions : 
Antloxydants 

Ce sont des composes qui interagissent avec les fonnes active de I'oxyg^ne 
(oxygdne singulet, peroxyde d'hydrog6ne, anions super-oxydes et quelques radicaux 
hydroxyl) pour fornier des produits de degradation inoffensife. Ces fonnes d'oxyg6ne 
actives d^gradent ou inactives d'autres mol6cules et causeraient potentiellement des 
mutations, des cancers et participeraient au vieilllssement. 
Dressons une liste non-exhaustive des difterents antloxydants pr6sent dans nos 
extraits : 

Les chiorophylles (a aussi des propri6t6s antian§miques), les carotdno'ides, 
ainsi que plusleurs vitamlnes (B : 6pidenne, m6tabolisme cellulaire. syst6me 
immunitaire... C : degradation des radicaux libres oxyg6n6s, stimuie les reactions 
immunltaires, assimilation du fer..., E, K...), cytochromes et anthocyanines. 
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Antlcarcinogdnes 

Cette activlt6 r^sulte directement ou indirectement de Tactivite antioxydative. 
Exemples : 

Chlorophylle et la chlorophylline (produrt de d6gradation de la chlorophylle). 
cette demidre mol6cule est tres soluble dans les fluldes corporels comme le sang et 
dans les cellules. II existe des Evidences scientlfiques que la chlorophylle offre une 
protection centre des toxines chimiques et la radiation. Des travaux d rUniversite du 
Centre Medical du Texas ont demontr6 que des plantes et legumes verts inhibaient les 
effets canc6rig6nes de certains produits chimiques, et que plus il y avait de 
chlorophylle dans ces plantes ou legumes, plus I'effet protecteur 6tait grand. La 
capacity de la chlorophylle ^ r6duire la mutation des g6nes caus6e par les 
carcinog6nes a 6t6 d6montr6 par plusieurs laboratoires dans la derniere d6cennie, 
cette capacity 6tant meilleure que celle de la vitamine A, C ou E. 

Plusieurs carot6noYdes font et ont fait Tobjet de recherches intensives sur le 
sujet, mentionnons seulement la a-carot6ne. la lut^ine et la zeaxanthine. 
R6gen6rescence des tissus 

Nos extraits contiennent une quantite importante de protelnes, d'acides amines 
et complexes mineraux (fer. iode, silicium, zinc, magnesium, cuivre...) pour leur 
fonctions essentielles dans les nombreuses activites m6taboliques. 
Agent bactericide 

De nombreux tests en laboratoires ont demontr6 la capacity de la chlorophylle 
^ controler les gemries. Elle est principalement bacteriostatique. mais aussi bactericide. 
Ceci implique que la chlorophylle controle les gemes principalement en creant un 
environnement oil lis ne peuvent plus se multiplier. 
Agent cicatrisant. 

Plusieurs therapies topiques font usage d'agents cicatrisants sur la peau. Le 
nombre de conditions de surface oCi la chlorophylle a 6t6 utilis6e avec succes en est 
presque incroyable. De plus, qu'elle sort ing6r6e, inject6e ou appliqu^e en surface, 
tous les tests sur les animaux et humains ont toujours d6montr6 que la chlorophylle 
n'avait absolument aucun effet secondaire. ni aucun effet toxlque. Cette capacity de 
cicatrisation est extr§mement importante quand on salt qu'une blessure peut souvent 
§tre infect6e et que la chlorophylle contrdle egalement les bact6ries. Elle devient le 
traitement ideal, car en plus elle contr6le les odeurs, les d6mangeaisons. la douleur 
et les initations. 
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Suppl6ments 6nergitiques 

Un supplement alimentaire sous forme d'^nergie libre (Adenosine 
TriPhosphate=ATP). L'ATP produit d I'int^rieur du chloroplaste ne sert pas seulement 
d'6l6ment de construction pour les acides nucl6iques. c'est aussi le foumisseur central 
d'6nergie pour toutes les cellules. 

Actuellement, de nombreuses substances sont expioit6es sur une base 
industrielle d travere des produits commerciaux dont la vaieur nutritive ou fonctionnelle 
est considSrablement diminu6e par les dlff6rents traitements que la matiere premiere 
a subie. En effet, la plupart des complexes moteculaires fonctionnels sont tr6s 
sensibles et doivent demeurer intacts pour conserver leurs propriet6s biologiques. La 
chlorophylle par exemple se d6nature aussitdt extraite de la feuille. se transfomiant en 
produits secondaires dont les propri6t6s pourront etre fort diff6rentes. 
Les extraits sp6cifiques vis6s par present proc6d6 sont. d toutes fins pratiques, aussi 
varies que le nombre de molecules pr6sentes dans la biomasse v6g6tale utilis^e. La 
production d'extraits sera ajust^e en fonction de la demande industrielle. Que ce soit 
S partir de la membrane thylacoidienne ou du chloroplaste ou d'autres fractions, les 
produits sont en fait des complexes moteculaires sp^lalis^s. caract§ris6s par des 
propri6t6s fonctionnelles d'int6r6t industriel. 

Toujours d'apr6s une §tude de TC Associates Inc., un des facteurs expliquant 
le succ6s des produits nutraceutiques/nourritures fonctionnelles est entre autres la 
demande croissante de produit de consommation usuei dont un nutraceutique a et6 
ajoute (ex : margarine vitamin6e). 

Plusieurs bases scientifiques sur les nutraceutiques ont 6t6 tir6 des travaux 
r^capitulatife de G. Dutton (Dutton. 1996). 
Les cosmdceutiques 

Le march* des cosm^ceutiques est ^galement un march* extrSmement 
important. Une grande proportion des ingredients utilises par I'Industrie cosm§tique 
provient des plantes sup^rieures. L'Industrle cherche activement * mettre en marche 
une nouvelle generation de produits pour soins corporels efflcaces. tels que des 
produits qui favorisent I'hydratation et I'eiastlcite de la peau. qui facilitent la 
cicatrisation ou qui reduisent les effets du vieillissement. Ces produits sont bases sur 
I'integration d'ingredients actifs eprouves. 

Encore une fois ici, les proprietes des plantes utillsees sont souvent tres 
alterees par les precedes de fabrication, et ce fait constitue I'interet mSme de 
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I'intervention de la pr6sente technologie dans ce march6. en §tant en position de 
fournlr. aux grandes entreprises industrielles de ce secteur. des extraits sp6ciflques 
de qualit6s exceptionnelles et excluslves. 

No8 gxtrate dgvlgnngnt «p Hon protecteur de la n^»„ p „ i8au'ii« po..w^nt 

g^WOrlWr la lumidre et les tJ V. sans p rn^j gire d'oxy^ i^n^ ffh^VlftT 

Leur utilisation rSduit les risques associ6s d la formation de radicaux libres. 
Le domaine environnementai/agro-alimentalre 

L'utiiisation de molecules et complexes moteculaires i activit^s biologlques est 
de plus en plus fr6quente dans tous les secteurs industriels pour la fabrication 
d'instruments de mesure de type bio-senseurs. notamment comme outil diagnostic en 
sant6, pour la d6tection de contaminants en environnement ou comme outil de 
contrdle de production dans I'industriel bio-alimentaire. 

Dans ce secteur d'activit6s. Industrie est d la recherche de bases 
technologiques qui pemnettraient d'am6liorer la sensibility de leurs ^quipements. La 
presente technologie offre de nombreux avantages distinctifs et exclusifs. bas^s sur 
la tr6s grande sensibility du phenom6ne de transport d'electrons ayant lieu dans 
certaines parties sp6cifiques de la plantes lors de la photosynthftse. 
9. Aucune restriction d'espdces v6g6tales 

Le concept de fractionnement et extraction d^veloppye ici peut itre exploit^e 
avec n'importe quelle espdce de plante verte. L'esp6ce v^gStale qui servira comme 
mati6re premiere sera d6temiin6e en fonction des besoins de production d'extraits 
(6l6ments sp6cifiques recherch6s) et de ses caract6rlstiques partlculiyres pour 
optlmiser I'exploitation industrielle (voir la section r6sultats). 
La matidre premiere 

La technologie de est tr6s flexible et offre la possibility de syiectionner la 
biomasse vegytaie qui presente les caractyristiques recherchyes en fonction des 
besoins spycifiques. Done. I'espyce vygytale qui sera yventuellement utilisye comme 
matiyre premiyre, sera syiectionnye selon ses propriytys particuliyres et sa 
disponibility, en fonction de Textrait spycifique y produire. II est y noter que les 
organismes photosynthytiques (cyanobactyries. algues ou plantes supyrieures) se 
ressemblent beaucoup au niveau organisationnel. mais chacune possyde de subfiles 
particularitys qui les distinguent 
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Bxtralts acWs sous leur forms originals 

Les extraits se pr6sentent sous leur forme originate et conservent teurs 
fonctions m6tabollques. Cette particularity exclusive favorise la bio-disponihiiit^ des 
prot6ines, vitamlnes et mln6raux. I'efficacit6 des 6l6ments antioxydants et am6liore 
I'absorption (pr6-dlgestlon). Cela permet le contrdle de la synthase et du maintien de 
macro-motecules ou complexes prot6iques comme I'ATP, par rutilisation de la lumiere. 
mais aussi de conserver rint6grit6 comme dans te cas de la chlorophylle. La 
chlorophylle-a se pr§sente comme 6tant le pigment essentiel de la photosynthfese. Les 
pigments carot6noTdes, outre teur participation k la photosynthdse. exercent aussi une 
fonction de protection (Purcell. M. et Coll. (1994) "Homogeneous photobleaching of 
chlorophyll holochromes in a photosystem I reaction center complex". Photochem 
59. 215-218). par te fait qu'ils bloquent des formes d'oxyg^nes hautement 
r6actives tel l'oxyg6ne monovalent, empgchant ainsi la photo-oxydation de la 
chlorophylle. tout en preservant ainsi d'autres motecutes et d'autres processus d'un 
6ventuel endommagement. Seules quelques molfecules de chlorophylle-a sent 
photochimiquement actives, c'est le cas notamment de celles des " centres 
r^actionnels \ Les autres motecules de chlorophylle-a (quolque identiques 
chimiquement) forment avec la chlorophylle-b et tes carot6nes photosynth6tiquement 
actifs, des complexes de prot6lnes et de pigments collecteure de lumifere. C'est 
pourquoi il est primordial de prfeserver I'environnement mni^ culaire Hps r^ i^^rffphyllftf! 
et de s'assurer que les chlorophylles du centre r6actionnel sont pr6sentes. 

• Stability du matMsl 

De par I'absence d'eau dans tes extraits, lis sont stables dans le temps (activity 
photosynth6tique; absence de bact^rie, moisissure, levure...) et I'aspect physique 
favorisant entre autres un accroissement de la maniabilit6. 

• Valorisation optlmale ds la blomasso 

Tr6s peu de perte de la biomasse v^gdtale gr§ce d un proced6 d 
fractionnement 6volutif. Les r^sidus qui constltue une fraction importante de la 
biomasse initiale. sont valorises pour une autre application (voir la section r6sultats). 
•Exploitabis d l'4chslls Industrials 

Chaque 6tement du concept peut §tre convert! pour une transformation 
industrieile de la biomasse et 6ventuellement 6tre int6gr6 d un proc6d6 de fabrication 
en continu. 
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•Confrd/e tfe quallti 

Le proc6d6 de production comporte plusieurs 6tapes. A la fin de chaque etape. 
un dosage et des mesures d'actlvite biologique seront r^alis^s pour constamment 
assurer la qualite du produit en cours de production. 
• ReproducUblim 

Chaque r6sultats est le fruit de trois experiences et pr^sente une erreur 
tnfdrieure d 5%. 

10. Modes d'action des extraits 

La pr6sente technologic se distingue par le fait que tes extraits sont actifs au 
niveau photosynth6tique : qu'est-ce que 5a signifie et quels sont les avantages? 

Les experts s'entendent sur le fait que plusieurs d6sordres cellulaires ou 
tissulaires prennent leurs sources par Tinhibition de mol6cules vitales d I'organisme 
(prot6ines de structure, homiones. enzymes...). Les fruits, legumes et graines 
contiennent une grande vari6t6 de motecules et complexes phytochimique pouvant 
moduler le maintient et ram6lioration de la sant6 (Waladkhani. 1998; Wattenberg. 
1992; Stravric. 1994). Avant de cibler et d'6num6rer les diverses molecules pouvant 
jouer ce role, nous aliens r6sum6 les divers modes d'actions impliqu^s. 

De fa?on g6n6rale. nous pouvons regrouper les diff6rents modes d'actions des 
substances ch^mopr^ventives en sept groupes : 

1 Prevention de la formation ou de I'absorption de carcinogfenes 

2° Elimination des carcinogSnes 

Z" Protection des sites nucldophiliques de I'ADN 

4° Inhibition des complexes carcinog6nes/ADN 

5° Modification de I'activite des enzymes m6taboliques 

6° Modification de I'activite des autres types d'enzymes (voir 5°) 

7° Antioxydant 

Pour bien comprendre les modes d'action de nos extraits, prenons le cancer 
comme exemple. Les phytomotecules peuvent inhiber les carcinogfenes par I'induction 
de certaines enzymes (phase I et II), par l'6limination d'agents r^agissant avec I'ADN. 
par la suppression de la proliferation anormale de l6sions pr6n6oplastiques et aussi 
par I'inhibition de certaines propriStds des cellules canc^reuses (Wattenberg, 1992). 

Je propose done une br6ve enumeration des composes agissant sur Tune ou 
I'autre des reactions pre-citees : 

1° La chlorophylle/chlorophylline (modes d'action possibles : 4. 5 et 7) 
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La chlorophylle a un potentiel anticarcinog^nique 6lev6: ce pigment est tr6s abondant 
dans nos extraits. La chlorophylle ainsi que son d6riv6. la chlorophylllne, ont d6montr6 
un comportement antlmutag^nlque contre une grande vari6t6 de carcinog^nes 
humalns (VIbeke. 1995; Dashwood, 1992; Neglshl. 1989; Lai. 1980). Parexemple il 
suffit de 1,500 ppm de chlorophylllne pour se prot6ger contre I'aflatoxine B1 (inducteur 
d'h6patocarcinogen6se). Pour un mSme effet, la concentration de chlorophylle doit etre 
plus 6lev6e (Khaly^, 1992). 

2" Les carot^noi'des (modes d'action possibles : 5 et 7) 

Les carot6nordes sont un groupes de composes regroupant plus de 600 motecules 
synth6tis6es par les bacteries ou les plantes. Leur habilet6 ^ reprimer (quench) 
I'oxygfene singulet et leur fonction comme antioxydant a g6ner§ plusieurs hypotheses 
concemant leur r6le de protecteur envers les dommage oxydatif comme le cancer et 
les maladies cardiovasculaires. D'autre part, plusieurs evidences sugg^rent que les 
carot6nordes pourraient moduler les processus relics d la mutagenSse et d la 
differentiation cellulaire aussi bien que leur role d'antioxydant et de pr6curseur de 
vitamine A (Levy, 1995; Matsushima-Nishiwaki, 1995). Parexemple, la consommatton 
d'aliments riches en p-carot6ne et un taux sanguin eievd de ce pigment, seraient 
associe d une reduction du risque du cancer du poumon. De plus, la lutiine et les 
lycop6nes, trds abondants carot6nordes, offrent un potentiel antioxydant exceptionnel 
(Khachik,1995). 

Les chlorophylles et les carot^noTdes sont en grande quantity dans nos extraits 
et sont le fer de lance de notre proc6d6. Plusieurs autres phytocompos6s sont 
reconnus pour avoir des propri^tds aussi importantes que ces deux pigments. L'6tude 
que nous avons men6 d ce jour comporte aucune analyse sur les autres compos6s, 
nous ferons done que les 6noncer en mentionnant leur mode d'action. 
3» Les flavonoTdes (modes d'action possibles : 2. 4. 5, 6 et 7) 
(references : Kandaswami, 1994; Marshall, 1993) 
4° Les glucosinolates et les indoles (modes d'action possibles : 4, 5 et 7) 
(reference : McDanell, 1986) 
5° Les isothiocyanates 
(reference : Hecht, 1995) 

6" Composes phenoliques (modes d'action possibles : 1 e 7) 
(reference : Rice-Evans, 1996) 

7" inhibiteurs de protease (modes d'action possibles : 6 et 7) 
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(r6f6rence : Kennedy, 1994). 

11. Mesures de I'activIM photosynthdtique et dosage pr^liminalre des 
pigments 

Mesure de I'activite photosynth^tlque 

Sans entrer dans les details, deux techniques d evaluation de ractivit6 
photosynth§tique ont 616 mises de l avant : le d6gagement d oxygene et la 
photor6duction du DCIP (2.6 dichloroph6nol indophenol), tous deux largement 
accept6es dans la communaut§ scientifique. Nous prdsenterons que les mesure de 
photoreductlon pour all^ger le texte. consid6rant la Iln6arit6 des equivalences. 

Pour toute les experiences d'activit6. nous avons utilise le PSIl comme controle. 
car cet extrait est bien connu de notre laboratoire et largement documents dans la 
Iitt6rature. La technique a done 6t6 ajuste avec cette particule. autant au niveau de la 
concentration de DCIP, de chlorophylle et d'illumination. 

Plus la concentration en chlorophylle dans I'extrait est 6lev6e plus I'activite est 
grande. Ce qui est d6montr6 par la pente des differentes courbes, exprim6e par la 
diminution de I'absorbance relative en fonction du temps d'illumination (figure 7). 

Nous avons resume deux conclusions importantes dans la figure suivante 
(figure 8). Premi6rement, l'6tape de lyophilisation (en pr6sence de tampon) garde 
I'int6grit6 des membranes photosynth6tiques comparativement au culot humide. 
Deuxidmement, les grandes vedettes de I'activit* sent les conif^res, comme le pin 
(r6pinette noire a aussi 6t6 6tudi6 avec des r^sultats similaires). 
Long6vite de I'activite photosynthdtique 

II est primordial de v6rifier I'activit6 de nos extraits r^istent d travers le temps. 
Le lyophilisat est gard6 d la temperature de la pidce et analyse ulterieurement d 
firequence r^guliere. 

La figure 9 nous montre les variations de I'activite (relative de 1 10; axe des 
y) en fonction du temps. Les deux coniferes etudies preservent ieur activite (plus de 
75%) mSme apr^s 1 mois. Une trop faible activite ayant ete observee pour le gazon, 
la procedure a ete reprise avec des ajustements quant au volume de tampon et le 
temps d'homogeneisation. Les resultats sont montres e la figure 10. 
Dosage des pigments 

La figure 11 (tableau) montre dans un premier temps I'indice d'activite des 
extraits obtenus de notre precede standard (sans ajustement), avec plusieurs especes, 
soit le pin, replnette, I'epinaid, et la fougere. A noter que nous avons aussi extrait les 
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aiguilles d'dpinette en presence des branches (ce qui faciliterait grandement la 
rfecolte). A I'exception du gazon qui est apr^s l'6tape de lyophilisation, inactif. toiisJgi 
extrate Pr6sentent une activite de movi.nnft a «'^ ^ || p nt ° n faut blen comprendre que 
importance de la technique est d'obtenlr de I'activit6 avec I'extrait sec, et que les 
valeurs ne sont qu'accessoires et relatives. Nous avons etudi6 quatre produits 
COmpfetiteurs , reconnus sur le march§ comme 6tant de la chlorophylle ou en ayant en 
grande quantity. Aucun de Ra s produits s'^^t av6r6s antifs 

Dans le cas des pigments (chlorophylles totales et carot6noides totaux), chacun 
des produits affichent de tr6s grandes concentrations. Par centre, tes produits 
comp6titeurs en ont de tr6s faibles concentrations. Seul le produit des laboratoires 
Swiss affiche une concentration en chlorophylles assez 6lev6e. II est a noter que lore 
des ces dosages pr6liminaires. la distinction entre chlorophylle-a et -b et ph6ophytine- 
a et -b n'a pas 6t6 faite. Une 6tude plus approfondie (spectre d absorption par 
balayage de longueur d'ondes) d6tenninera si 11 s'agit bien de chlorophylle en grande 
concentration ou un produit de degradation. Nous croyons que c'est un produit de 
degradation pour deux raisons : premi6rement parce que ces produits affichent aucune 
activlte et deuxi6mement la concentration affich6e (sur l'§tiquette) est au molns sept 
fois inf6rieure d celle dos6e en laboratoire; done il y a eu dans le meilleur des cas, 
degradation des pigments princlpalement parce qu'ils ne sont pas ad6quatement 
proteges. 

Valorisation de la blomasse 

Cette section ne fait pas partie integrante du present projet. 

Le precede impllque une centrifugatlon dans le but d'obtenlr un culot qui est par 
la suite lyophllise. Le filtre ne laissant passer que les membranes chloroplastiques 
(surtout internes), laisse un gSteau residue! qui presente des proprietes fort 
Interessantes : 

r MSme s'il est gorge de sucre (du tampon d'extraction), apris quelques 
semalnes, aucune trace de deterioration ou putrefaction n'est detectable, ce qui est 
tres visible apres quelques jours pour n'Importe quel extrait ciassique. La cause : la 
chlorophylle reslduel... 

2" A cause de 1 ce gateau residuel pourrait servir de filtre d air dans des tours 
a bureaux 
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3" Ce gateau r6siduel n'a pas encore 6t6 analyst, mais il est Evident qu'il contient 
une forte concentration de fibres et sucres complexes, done excellent pour 
ralimentation (antl-cancerit!) des animaux. 

A titre de supplement alimentaire les membranes peuvent produire de I'^nergie 
libre (Adenosine TriPhosphate=ATP). Les applications sont multiples: am6lioration de 
la perfomiance des athletes, supplement 6nerg6tique aux personnes Sg6es et 
s'incorpore dans I'adoption d'un regime alimentaire sain et equilibre de toute personne 
d^sirant sa vitality. 

Le corps humain contient environ 50 g d'ATP seulement, par centre cette 
quantity est r6utilis6e environ 4000 fois par jour (turnover de I'ATP); done utilise prte 
de 200 kg d'ATP quotidiennement. Je crois que la quantity endogfene d'ATP est 
limitante. En d'autres temies, augmenter la quantity totale d'ATP dans le corps pourrait 
favoriser de fagon significative son utilisation tors des processus biochimiques ou 
m^caniques. 

Le but du projet est de preparer un extrait membranaire non seulement riche 
en ATP, mais contr6l6 et assimilable par I'organisme, sans oublier que cet extrait est 
actif done vivant. 

L'ATP ne sert pas seulement d'6iement de constmctton pour les acides 
nucieiques. c'est aussi le fournisseur central d*6nergie pour toutes les cellules. La 
rupture des liaisons entre les groupes phosphoryle de I'ATP peut se coupler e d'autres 
reactions de fa9on d ce que I'energie llberee puisse etre utile d d'autres processus 
cellulaires. Les reactions biochimiques mettant en jeu I'utilisation d'ATP sont multiples 
et vitales pour I'organisme (biosyntheses, transport actIf de certalnes molecules et 
ions, contraction musculaire...). Le grand fabricant d'ATP chez I'humain reste 
Incontestablement la mitochondrie: organite present dans toutes cellules d'organismes, 
I'humain compris. Ce processus est appeie phosphorylation oxydative (ou respiration 
cellulaire). Par centre chez les vegetaux un deuxieme organite utilise un mecanisme 
similaire pour produire de I'ATP, il s'agit du chloroplaste. La photophosphorylaMon 
(productfon d'ATP) chez les plantes produit plus d'ATP, et cela de fagon significative, 
que dans la mitochondrie (Salisbury. 1992). C'est en utilisant la photosynthese 
(modification du processus) que je compte produire, v6hiculer et proteger I'ATP centre 
I'hydrolyse et ainsi pouvoir I'utiliser de fa^on cibiee. 

La photosynthese comprend deux processus fondamentaux que I'on peut 
resumer par deux reactions partielles: 
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LUMI^RE 

HjO + ADP + Pi + NADP* > Oj + ATP + NADPH + 1 

CO2 + ATP + NADPH + H* > (CHjO) + ADP + Pi + NADP* 2 

Dans le premier processus (phase en presence de lumidre). des protons puis6s 
dans I'eau (du chioroplaste) pour produire de TATP. Le deuxi6me processus 
photosynth6tique consiste en I'utilisation du NADPH et de I'ATP dans une s6rie de 
r6actions qui mdnent d la reduction de I'anhydride carbonique gazeux en glucides. 
principalement de Tamidon. Ces deux reactions se produisent simultan6ment; a 
mesure que les produits fomi6s par le processus 1 sont investis dans la mise en 
marche des r6actions du processus 2. 

La premiere reaction est celle qui nous int6resse. par contre nous devons 
inhiber la deuxifeme. afin de garder I'ATP sous une fornie utilisable. L'int6gration du 
COj gazeux S un compos6 organique a lieu au cours de la premiere 6tape d'une 
cascade de reactions appel6e cycle de Calvin. Celle ci est catalys6e par la ribulose 
1,5-biphosphate carboxylase-oxyg6nase. abr^gSe en RuBisCO. La prot§ine RuBisCO 
compte pour environ 50% du contenu en prot^ines solubles des feuiiies; c'est done 
I'enzyme le plus abondant de la biosphere. Bien que la concentration des sites actife 
de RuBisCO dans le stroma (int6rleur du chioroplaste) puisse atteindre 4 mM. cette 
enzyme est si 6lrojtement contr6l6e, que son activity peut limiter la Vitesse 
d'assimilation du carbone de fagon drastlque. C'est au niveau de la distribution et de 
refficacit6 de cette enzyme qu'il faut intervenir afin d'accumuler I'ATP et d'empScher 
son utilisation au niveau du chioroplaste. 
Probldmatiques: 

A- Contr6ler les reactions de febrication et maintenir les concentrations d'ATP elev^es 
Propositions: 1 " Ces processus sont contr6l§s par la Iumi6fe; done nous 
pouvons Intervenir pour r^ularlser les concentrations et 
Tefficacitg de formation. 
2° Les concentrations d'ATP form6es sont de beaucoup 

supdrieures d ceux de la mitochondrie. 
3" Possibility de modifier le pH interne du chioroplaste et la 
concentration en Mg** (afin de prot6ger I'ATP de 
I'hydrolyse). 
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4' Possibilite de r^gulariser les concentration de COj et dOj 

dans le milieu pour ainsi contrdler chacune des deux 

reactions d-haut mentionntes. 
5" Utiliser des cellules en croissance au lieu de cellules 

matures car il contiennent d'avantage d'ATP et moins de 

glucides de reserve. 

B- S'assurer que CATP produit. ne soil pas hydrolys6 ou utilise pour fabriquer des 
sucres. 

Propositions: 1 " Un inhibiteur naturel de la RuBlsCO est connu. 

2° J'ai par le pass6 mut6 et clon6 une forme d6sactiv6e de 
la RuBisCO. 

3° Purification de chloroplastes dans un tissu pauvre en 
RuBisCO. 

4° Utilisation de plantes dont leur activity enzymatique 
(RuBisCO) optimal est autour de 25°C (done ouvre la 
voie au produit stable d la temperature de la pifece). De 
plus certaines de ces plantes (dtsponible au Quebec) ont 
un taux de photosynth6se, done d'ATP. de 2 S 40 fois 
sup6rieur que la tr§s grande majority des plantes. 
5° Augmenter la concentration d'un intenn6diaire comme le 
malate afin de court-circuiter rutilisation d'ATP. 

C- Les cellules humaines reconnattraient-elles et pourraient-elles utiliser I'ATP 

d'origine v^^tale? 

Le fait que I'ATP provienne d'un v6g6tal, n'Influence en rien la 
reconnaissance ni I'assimilation de I'ATP. 

Les experts consultSs (biophysicien des transferts 6nerg6tiques. 
h6matologue->dopage dnergdtique par des produits sanguins...) 
affirment qu'H n'y a aucune barri^re d la reconnaissance et d 
I'assimilation de I'ATP, mftme s'il n'y a aucune documentation sur le 
sujet; done personne travail sur un module comme celui pr6sent6 id 
(probablement que les difficult6s rencontrer chez la mitochondrie. 
principalement sur le contrdle de I'ATP en ont rebut6 plusieurs). 
II n'existe rien de tel sur le march6. Par centre il existe depuis un certains nombres 
d'ann6es, des produits en vente llbre favorlsant le d6veloppement museulaire, sans 
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pourautant lib^rerde I'^neigie utilisable. Le plus s6rieux produit est la cr6atine. C'est 
un compos6 azot6 present dans le muscle sous forme de cr6atine-phosphate. 
L'6nergie contenue peut dtre transf^r^e d I'ATP pour Stre utilis6e dans la contraction 
musculalre. Done son efficacit^ depend de la disponlb(lit6 de I'ATP. La creatine 
pounrait #tre utilisd pour favoriser I'absorption de I'ATP (du chloroplaste). done de 
fagon conjoints d I'extrait. 
La detection de la toxiclM 

Le d6versement de prodults chimiques dans les 6cosystemes aquatiques ou 
terrestres provoque une varl6t6 de r6ponses complexes. La composition chimique de 
I'eau contamin6e (effluent ou lixiviat) foumit des donn6es utiles, certes. mais n'infonne 
pas sur la toxicite de ces contaminants sur les organismes vivants, ni sur leurs effets 
sur la chalne alimentaire. Pourtant, de telles donn6es toxicologiques sont essentielles 
pour 6valuer les risques environnementaux assoei6s i la presence de ces 
contaminants. Aussi le developpement de nouveaux tests de toxicity simples, 
sensibles. rapides et peu coOteux, est-il devenu un enjeu important. Des organismes 
vivants 6tant g§n6ralement utilises, ces tests sont appel6s bioessais ou phytoessais 
(voir glossaire). Pour §tre valid6s, les bioessais doivent remplir quelques conditions 
minimales: i) lis doivent §tre repr^sentatifs du milieu d P6tude; ii) 6tre repr^sentatifs 
des espdces des autres niveaux trophiques; ill) g6n6rer des r^sultats reproductibles 
et iv) foumir un minimum de faux diagnostics. En regard de ces eontraintes, les 
partenaires environnementaux s'entendent pour cibler certains milieux plus "sensibles". 
Les effluents industries et agricoles, les sols contamin6s, les syst^mes 
d'assainissemenl des eaux us6es municipales en sont quelques exemples. 

Le d6tecteur de toxicity d r6tude poss^dera la flexibility voulue pour analyser 
plusieurs types de matrices (effluents, lixiviats. 6lutriats, etc.) et se montrer ^alement 
sensible aux polluants sp^dfiques provenant des secteurs 8usmentionn6s. En fait, 
rappareil projet^ tient d la fois du bioessal lorsque utilise avec un organisme entier (d 
I'exemple des biotests Microtox"", truite. daphnie) et du biosenseur (r6pondant 
sp6clfiquement d certains contaminants ou groupe de contaminants) lorsque utilise 
avec des extraits d'organismes v6g6taux. 

Le d6tecteur de toxicit6 pounalt dtre utilisd pour suivre la toxicity en temps r6e\ 
dans de nombreuses entreprises. Nous pouvons cemer trois grands secteurs 
d'appllcatlon: I'industrie des pdtes et papiers (apport rapide de correclifs sur les 
proc6d68); le secteur de I'analyse des sols contamin6s (infonnation sur la 
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biodisponibilitd et I'efficacit6 des proc6d6s de restauration ou de traitement des eaux 
de lixiviation); et le milieu agricole (dfetection fine de pesticides). 

La pertinence de nouveaux blotests mieux adapt^s ne peut dtre mise en doute 
dans un esprit de d^veloppement durable. D'ailleurs les diff6rentes Instances 
gouvernementales (les mlnist^res de I'Environnement au premier chef) appuient 
fortement la recherche dans ce secteur. Tel que dit pr6c6demment, notre futur prodult 
pourralt trouver une niche commerciale dans le secteur des industries polluantes, 
r6glement6es ou en vole de I'dtre. 

Prenons le seul exemple des papeti6res. D6j^, de nombreux contacts ont 6t6 
pris avec des compagnies papeti6res et il en ressort qu'un nouvel outil de detection 
de toxicite serait tr6s profitable. La tendance est aux r6glementations qui exigent des 
papeti6res que les effluents rejet6s dans le milieu r6cepteur ne causent aucune toxicity 
I6tale aigug. Le protocole impose des essais biologiques sur les poissons ou sur le 
cladoc6re Daphnia magna p6riodiquement pour chaque effluent. Celui-ci est consid6r6 
toxique si. dans l'6chantillon non dilu6, on observe plus de 50% de mortality des 
organismes testes. 

Une 6tude r6cente a d6montr6 que malgr6 la mise en place de syst^mes de 
traitements secondaires efficaces. des probldmes de toxicity se sont produits dans 
plusieurs usines de pates et papiers canadiennes en 1996 (Kovacs & O'Connor, 
1996). Diverses substances ont 6t6 pressenties comme 6tant en cause: ammonlaque. 
acides gras et r6siniques, chloroph6nols, etc. Mais le veritable probteme reside dans 
le long d^lai d'obtention des r§sultats des blotests (48 h pour daphnie et 96 h pour la 
truite). Cette situation, ajout^e aux contralntes de la r6glementatlon. complique 
grandement I'^tablissement d'un plan correctif et repr^sente done un irritant pour les 
coordonnateurs environnementaux des usines concem6es. Dans la situation actuelle, 
une pdriode de trois d six semaines est gdndralement requise pour identifier le 
probldme en cause, trouver les correctifs n^cessaires et s'assurer de la stability des 
correctlfs mis en place. Cette p6riode s'av6re beaucoup trop longue et occasionne 
chaque fois des coQts de plusieurs milliers de dollars. 

Dans ce contexte, un phytod6tecteur pouvant infomier rapidement sur le niveau 
de toxicit6 de I'effluent de fa^on concordante avec les biotests "Daphnia magna" et 
'Iruite arc-en-clel" devient un outil de gestlon tr6s int6ressant pour I'industrie. Par une 
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Intervention rapide et efficace. le d6tecteur de toxicity permettralt ainsi aux papeti6res 
de rem6dier au probteme de toxicity aigu3 de leurs effluents. 

Le present projet conslste d la realisation et la validation d un nouvel instrument 
de mesure de toxicity. Le d^tecteur se distingue des biotests conventionnels par 
I'emploi de materiel y^g^lfll (extrait mentionn6 pr6c6demment) et par le fait que le 
monitoring de Teffluent ou du poste industriel peut se faire en IsnmiSfil et en continu 
- d un coOt plus 6ieve toutefois. 

Une plante ne peut vivre sans lumi§re et I'on peut v6ritablement dire que 
rapparefl photosynth6tique constitue le coeur de la plante. Le m^canisme vis6 est celui 
du transport d'6lectrons ayant lieu lors de la phase lumineuse de la photosynth6se. 
L'avantage de se consacrer d une fonction primordiale pour I'organisme est double: 
i) nous avons une entr6e sur le m6canisme d'action du toxique (avec possibility de 
mesures quantitatives); ii) nous pouvons nous affranchirquelque peu de la biodiversity 
en ayant un indicateur toxique Equivalent pour de nombreuses esp6ces (I'appareil 
photosynth6tique s'6tant conserve depuis des milliards d'ann^es). Dans le cas qui 
nous pr6occupe. nous pouvons utiliser le transport de chafge initi6 par la lumi^re dans 
des extraits provenant d une tr6s grande variety de v^gytaux, des cyanobactyries aux 
gramin^es en passant par les algues. 

Ausam biotest reposant sur I'activity photosynth6lique n'existe d ce jour. En ce 
qui conceme les biod6tecteurs. quatre compagnies commercialisent des fIuorlm6tres 
portables sp6cialement confus pour mesurer Tactivity photosynth6tique des plantes. 
Contrairement d ces dispositifs, mesurant les modulations de rintensit6 de 
fluorescence (syst^mes "PAM"). notre systdme mesure les courants de charges induits 
par la lumiyre (appelEs photocourants). La technologie n^cessaire d cette mesure est 
beaucoup moins dispendieuse que la technique fluorim6trique. De plus, le transfert de 
charges Induit par la lumidre (TCIL) est un processus plus dyiocalisE que celui d la 
base de la fluorim6trie modul6e. La technique pryconis6e jauge I'actlvity 
photosynth6tique sur la membrane thylacoTdale au complet alors que la fluorim6trie 
modul6e mesure I'actlvlt6 au niveau d'un complexe prot^ique particuller, le PSII. 
Autant au niveau structurel qu'au niveau fondionnel, notre sonde de toxicity vise des 
plages mitoyennes, accroissant du mdme coup son "spectre d'action". 

Le dytecteur mesure le nombre d'6lectrons produits par une Iuml6re d'intensity 
donn6e. La valeur maximale du photocourant (Ip^ obtenue apr6s quelques secondes 
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est proportionnelle d I'activitd photosynthdtique des membranes. Si I on porte lp,„en 
fonction de la concentration des inhibiteurs photosynth6tiques (contaminants) pr6slnts 
dans la chambre de photoconverslon, nous obtenons une sigmoidale typique. Une 
estimation de la Cljo (voir glossaire) peut rapidement §tre faite. 

En quelques lignes, le d6tecteur se compose d'une source lumineuse blanche, 
d'une chambre oCi trempe deux Electrodes (la chambre de photoconverslon). d'un 
circuit Electronique d6tectant les courants induits par la Iumi6re (le module 
amp§rom6trique) et d'un syst6me d'acquisition de donn6es relid d un ordinateur. Le 
test de toxicity requiert la mise en contact de l'6chantillon liquide avec la preparation 
extraite des plantes. Une fois le melange introduit dans la chambre de 
photoconversion. une illumination br6ve a lieu (moins d'une minute). Un courant 
6lectrique est ensuite mesure par le module amp6rom6trique et son amplitude et la 
fomie de ce courant dependent de la presence de toxiques dans I'eau. L'appareil est 
conpu de telle sorte que de nombreux 6chantillons puissent gtre analyses 
simultanement. Plusieurs t6moins pemiettent d'interpr6ter de mani^re non equivoque 
I'effet des contaminants. 

Les premiers photocourants mesures dans les thylacoTdiennes furent realises 
grace aux travaux d'Allen et ses collaborateurs au milieu des annees 1970 (Allen & 
Crane, 1976). Des equipes en France et au Canada se sont effbrc6es de caracteriser 
ce signal. II s'est aver§ que le transport d'6lectrons constituait une sonde fiable et 
representative de I'activite globale de la photosynthese et. par consequent, de I'etat 
physiologique de la plante. 

Le projet consiste k opfimlser la technique pour en faire d la fbis un bioessai de 
seconde generation et un biodetecteur (blosenseur). A ce titre. la plante (ou algue) 
entiere ou un extrait membranaire peuvent §tre mis d profit afin de s'adapter aux 
besoins d'une clientele partlculiere. En parcourant Texamen des bioessais repertories 
par Environnement Canada (Keddy & coll.. 1994), nous avons constate que I'objectif 
de plusieurs tests etait de clbler les secteurs les plus toxiques afin d'identifier les lieux 
qui doivent §tre soumis d une evaluation plus rigoureuse. L'etablissement de 
formulations vegetates specialisees va directement dans ce sens. 

Seul te biotest appeie Microtox""* pourralt concurrencer te syst6me que I'on 
propose. Le Microtox"" (commercialise par Azur Environmental) est un bioessai base 
sur te phenomene de bioluminescence de la bacteria marine Photobacterium 
phosphoreum. Lorsque cette bacterte est exposee d des substances toxiques, la 
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quantitd de lumi^re qu'elle 6met est i^duite proportionnellement d la toxicity de 
l'6chantlllon. Bien que ce biotest soft rapide et assez sensible, II comporte toutefols 
deux inconv^nlents majeure: I) II est peu repr6sentatif des milieux r6cepteurs 
(utilisation de bact6rles marines n^cessftant une forte sallnit6) (Keddy & coll., 1994); 
et il) il montre une faible correlation avec plusieurs substances toxiques pr6sentes 
dans les effluents industrlels (p. ex. halog^nes organiques. ph6nols. acides resiniques. 
sondes dissous) (Firth & Backman, 1990). 

Contrairement au syst6me Microtox^", le present d6tecteur repose sur une 
fonctlon blologique quasi universelle et non pas sur une reaction biochimique bien 
precise. La conjonctlon de plusieurs chambres de photoconversion, ou {'utilisation 
s6quentielle des formulations (extraits) dans une chambre unique, donnent au 
d6tecteur une flexibility sans pareille. 

Parmi les autres syst6mes concurrents, mentionnons les tests aux sels de 
t6trazolium. Malheureusement. la toxicity intrins6que des reactifs utilises et le manque 
de simplicite de ces tests (coQts associ6s 6lev6s) ne foumissent que peu d'espoir. II 
demeure les kits de toxicity (Rotoxkit ™. Algaltoxkit ™ et autres), peu coOteux, certes. 
mais impr6cis et n6cessitant des heures avant d'obtenir un r6sultat. 

Le d6tecteur de toxicity que nous proposons se positionne avantageusement 
par sa rapidit6 (quelques minutes), sa sensibility (bien au-deld des besoins actuels), 
et la possibility d'kJentification de groupes de contaminants (substrats caract6rls6s et 
ajouts de ryv6lateurs spycifiques). Le principe de la mesure du TOIL (transfert de 
charges induft par la lumi§re) ouvre vralment de nouveaux horizons. 
Glossaire : 

Biod6tecteur Organisme vivant (ou extralt d'organlsme), assembly dans un dispositif 
ou non, servant d ryvyier la prysence d'une substance ou d'un phynomyne 
physicochimique. 

Bioessai ou biotest: Procydure standardisye permettant de dyterminer I'effet d'une 
variable environnementale ou d'une substance sur un organisme vivant. 

Concentration d'un inhlbiteur ryduisant de 50 % une fonctfon blologique (par 
rapport y un tymoln ne contenant pas cet inhibiteur). La durye d'exposftion dott 6tre 
pryclsye: par example, une Cljopour un essai d'une durye de 72 h sera appeiye "Clso 
(72 h)". 
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^lutriat Solution aqueuse obtenue aprte avoir aJout6 de I'eau d une substance solide 
(p. ex.. s6diments. r^idus ou boues de forage ou de dragage). avoir agitd le melange, 
et proc6d6 d une filtration ou un traitement Equivalent. 

LixMat: Eau ou eau r^siduaire qui a percol6, in situ, au travers d'une colonne de sol 
ou de dScfiets solides. 

Phytod6tecteur Biod6tecteur d'origine v6g6tale. 
Phytoessai: Bioessai d'origine v6g§tale. 

Toxica^ male aigu&: Potentiel ou capacity inh6rents d'un produit d causer la mort des 
organismes exp6rimentaux pendant une brdve duree d'exposition (par rapport a la 
dur6e de vie de I'espfece en cause) d un mat6riau experimental. 
La captation de polluants 

Le bloassainissement des milieux aquatiques consiste en l'6limination des 
polluants de ces m§mes milieux. Le CHLOROFILTRE (bioaccumulateur) est une 
technique, bas6e sur un concept original, favorisant I'emprlsonnement (raccumulation) 
des motecules, circulant dans un bior^acteur. Apr6s engorgement des filtres. ceux-ci 
sont retires du milieu et trait§s. Ce syst^me a I'avantage d'6viter les probl§mes 
associ6s a la degradation partielle des polluants, susceptibles de g6n6rer des sous- 
produits egalement nuisibles. Le CHLOROFILTRE est 6galement le nom que nous 
avons donne d I'extrait vegetal. 

R6sumons, le CHLOROFILTRE capte les produits toxiques dans le milieu 
aquatique. Son r6le est done de iste physlquement d'un plan d'eau des produits 
chimiques pouvant affecter les divers maillons de la chaTne alimentaire. La gamme des 
polluants vises est tr6s large puisque la plupart des molecules affectant la 
photosynthese peuvent etre captees par le CHLOROFILTRE. Parmi les produits 
organiques, citons les lierbicldes, les insecticides, les fongicides, I'uree; parmi les 
produits inorganlques, les ions et les metaux lourds. Plusieurs instances devraient 
done etre interessees par ce concept En agriculture et e n oisciciilhirft ie deversement 
d'eaux contaminees est routinien il est fecile d'envisager de positionner un bior6acteur 
e un endroit strategique du champ ou encore dans un bassin de rejet. II existe 
egalement une forte demande au niveau des bains de decantation des municipalites 
Le systeme de CHLOROFILTRE peut 6tre utilise en bout de chaTne pour retirer de 
faibles quantites de polluants specifiques qui auraient echappe aux installations en 
place. Finalement, les MlSldSS metallurgiques et celles de pdtes et papiers font face 
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d des probl^mes de reduction des contaminants. Ce syst^me pourrait srmplement 
s'ajouter aux nndthodologies d§jd utilis^es. 

En terme d'assainissement des lleux contamin6s. nous devons d6s le depart 
cemer les trois grands secteurs: les eaux douces. les sediments en eaux douces et 
les sols. La technologie du bioaccumulateur vise principalement les toxiques en eau 
douce. 

En ce qui a trait i la d6contamination des sediments aqueux et des sols, 
plusieurs technologies sont d^jd bien 6tablies: traitement des sols contamin6s par du 
mercure et biofiltratlon, traitement thermique des sols contamin§s par des 
hydrocarbures I6gers, lessivage de sols contamin6s. traitement physico-chimique des 
sediments contamln6s, etc. 

D'autres technologies s'adressent d la d6contamination des eaux usees 
Industrielles: pressoir rotatif pour la d6shydratation des boues. biofiltratlon avec le 
proc6d6 BIOFOR*. biofiltratlon avec le proc6d6 BIOCARBONE™, r6cup6ration des 
m6taux lourds. bior6acteur i membrane Z6N0GEM™. traitement de r6sidus huileux. 
etc. Ces technologies s'addressent principalement dans le secteur des pdtes et 
papiers et elles requierent une technologie lourde et adapt^e sp^clfiquement aux 
installations en place. En outre, ces proc6d6s ne convlennent guSre aux applications 
sur le ten-ain (rejets au fleuve ou tributaires). 

Ce que nous proposons est davantage une unit6 mobile sous forme d'un 
bior6acteun utilisant du materiel v6g6tal comme capteur. Le Chlorofiltre se demarque 
nettement par sa grande versatility et la possibility d'utlliser le syst6me en circuit fefm6 
ou continu par un dispositif de pompage. Contralrement d nos concurrents directs, 
dont la technologie est sensible aux fluctuations du climat, le Chlorofiltre est 
extrSmement resistant aux variations de temp6rature. 

La pr^sente invention a 6tk d6crite en faisant appel d des versions sp^cifiques 
qui peuvent §tre modili6es aisgment et d volont6, sans s'6lolgner des enselgnements 
de ce m6molre et sans ddroger de I'esprit et du coeur de {'invention. Ces modifications 
sont 6videmment sous la port6e de I'Invention, telle que d^flnie par les revendications 
annex^es. 
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Revendications: 

1 . Une mdthode de preparation d'un extrait de plante comprenant des 
membranes thylacoYdiennes i composantes activables. iadite m^thode comprenant : 

un conditionnement de la plante dans un environnement lumineux de 
5 longueur d'onde entre 220 nm et 500 nm, qui favorise Texcitation selective d'un ou 
plusieurs pigments photosynth6tiques; et optionnellement, un conditionnement de la 
plante dans des conditions s6lectionnees parmi la s6cheresse. rhyperosmolarit6, un 
traitement hormonal, la chaleur et le frold, qui permet Tenrichissement selectif de la 
plante en constituants indults par lesdites conditions; 
10 - la dispersion m6canique des constituants de la plante ou des tissus de 

cette plante. dans un milieu liquide permettant de conserver rint^grit^ et la 
fonction des membranes thylaco'idiennes par le contrdle des param^tres 
suivants dans ledit milieu : 

une viscosit6 correspondant ci environ 1 a 1 .3, 
1 5 - une fluidity entre environ 0.5 et 5 poises, 

un pH compris entre environ 6 et 8, 
une temperature comprise entre environ 2 et 20''C, et 
une hypertonicite correspondant ^ environ 0.3 a 0.4 M de sucre; 
Iadite dispersion m^canique conduisant § Tobtention d'un premier extrait 
20 essentiellement constltu6 de membranes thylacoTdiennes, de debris cellulaires, et 
d'une phase liquide, lesdites membranes thylacoTdiennes comprenant des pigments 
photosynthetiques intdgres. 

2. Une methode de preparation d'un extrait de plante comprenant des 
25 membranes thylacoYdlennes d composantes activables, Iadite m^thode comprenant : 

un conditionnement de la piante dans un environnement lumineux de 
longueur d'onde entre 500 nm et 600 nm, qui favorise le maintien des pigments 
photosynthetiques dans leur 6tat fondamental, et optionnellement, un conditionnement 
de la piante dans des conditions seiectionn^es parmi la sScheresse, Thyperosmolarite, 
30 un traitement hormonal, la chaleur et le froid, qui pemiet I'enrichissement s6lectif de 
la plante en constituants induits par lesdites conditions. 

la dispersion m6canique des constituants de la plante ou des tissus de 
cette plante, dans un milieu liquide permettant de conserver Tintegrite et la 



CA 02293852 1999-12-30 



-60- 

fonction des membranes thylacoYdiennes par le contrdle des parametres 
suivants dans ledit milieu : 

une viscosity correspondant d environ 1 d 1 .3. 
une fluidity entre environ 0.5 et 5 poises, 
un pH compris entre environ 6 et 8, 
5 - une hypertonicit^ correspondant a environ 0.3 ^ 0.4 M de sucre; 

ladite dispersion m6canique conduisant a I'obtention d'un premier extrait 
essentiellement constitu6 de membranes thyiacoTdiennes, de debris cellulaires. et 
d'une phase liquide, lesdites membranes thylacoidiennes comprenant des pigments 
photosynth^tiques dans un 6tat fondamental, et activables. 

10 

3. La m^thode de la revendication 1 comprenant I'etape ulterieure de 
separation des membranes thylacoidiennes des debris cellulaires et de la phase 
liquide. pour fomner un deuxieme, un troisi^me et un quatri^me extraits constitues 
essentiellement de membranes thylacoidiennes, de debris cellulaires et de la phase 

1 5 liquide, respectivement. 

4. La m^thode de la revendication 2 comprenant I'etape ulterieure de 
separation des nr^mbranes thylacoidiennes des debris cellulaires et de la phase 
liquide, pour former un deuxieme, un troisieme et un quatrieme extraits constitues 

20 essentiellement de membranes thyiacoTdiennes, de debris cellulaires et de la phase 
llquide, respectivement. 

5. La methode de la revendication 3, comprenant I'etape ulterieure 
d'eiimination rapide du taux d'humidite dudit deuxieme extrait de fagon e retirer I'eau 

25 comme donneur d'eiectrons et e stabiliser lesdits pigments photosynthetiques dans 
leur etat fondamental. 

6. La methode de la revendication 4, comprenant retape ulterieure 
d'eiimlnation rapide du taux d'humidite dudit deuxieme extrait de fagon e retirer Teau 

30 comme donneur d'eiectrons et e stabiliser lesdits pigments photosynthetiques dans 
leur etat fondamental. 
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7. La m6thode de la revendication 5 ou 6 dans laquelle I'^tape de reduction 
rapide du taux d'humidit6 est effectu^e en congelation et sous vide. 

8. Un extrait resultant de la mise en oeuvre du proced§ de la 
revendication 1 . 

5 

10. Un extrait resultant de la mise en oeuvre du proc^dS de la 
revendication 2. 

11. Un extrait resultant de la mise en oeuvre du precede de la 
10 revendication 3 ou 5. 

12. Un extrait resultant de la mise en oeuvre du procede de la 
revendication 4. 

15 13. Un extrait resultant de la mise en oeuvre du proc^d^ de la 

revendication 6. 

14. L'utilisation du deuxi^me extrait resultant de la mise en oeuvre du 
precede de la revendication 4 comme capteur de radicaux libres. 

20 

15. L'utilisation du deuxi^me extrait resultant de la mise en oeuvre du 
precede de la revendication 13 comnie capteur de radicaux libres. 

16. L'utilisation de la revendication 15 qui comprend une 6tape de 
25 r6hydratation dudit extrait. 

17. L'utilisation de la revendication 14, 15 ou 16 dans laquelle ledit extrait 
comprend des chlorophylles d I'dtat singulet et des carotdnoTdes d r§tat fondamental. 

30 18. L'utilisation de Tune quelconque des revendications 14 d 17, resultant 

en le traitement ou la prevention des maladies ou d^sordres medics par la formation 
des radicaux libres. 
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19. L'utilisation de la revendication 18, dans laquelle lesdites maladies ou 
d^sordres ont une 6tiologie relive d rinflammation, le cancer ou le contact avec des 
in^adiations. 



20. L'utilisation de la revendication 19. dans laquelle les radiations sont des 
5 radiations dans le spectre ultraviolet. 

21. Une composition de matidres qui comprend un extrait selon I'une 
quelconque des revendications 8^13. 

10 22. Un dispositif qui comprend un extrait selon Tune quelconque des 

revendications 8 a 13. 
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ABSTRACT OF THE INVENTION 

Cette invention conceme un proc6d6 de preparation d'extraits de plantes, qui 
comprennent des pignnents synth6tiques dans leur environnement membranaire 
(menfibranes thylacoTdiennes). Ces extraits sont actifs ou activables. Les extraits 
5 peuvent §tre stabilises en leur retirant rapidement leurs mol6cules d'eau. auquel cas 
on peut les conserver pendant plusleurs mois. lis sont activables une fois r6hydrat6s. 
Le proc6d6 comprend une pren^iiere une 6tape de conditionnement lumineux de la 
plante, id6alement entre 500 et 600 nm pour garder les pigments dans leur etat 
fondamental (non excit6s). II comprend aussi une deuxi6me 6tape de dispersion 

10 mecanique des tissus de la plante dans un tampon pennettant de garder associ6s les 
pigments dans leur environnement membranaire, en s6lectionnant des parametres de 
viscosity, fluidity. d'hypertonicit6, de temperature et de pH ad6quats. Les membranes 
thylacoTdiennes sont ensuite soumises d une troisi^me etape de separation du reste 
des constituants de la plante, ce qui conduit a Tobtention d'un gSteau, utilisable 

15 immediatement ou e lyophiliser pour usage futur. Les extraits sont utiles entre autres 
pour la capture de radicaux libres, qui sont relies A rinflammation, au cancer ou aux 
irradiations, notamment dans Tultra-violet. 
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FIGURE 1 
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FIGURE 2 
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FIGURE 4 
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FIGURE 5 
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FIGURE 6 
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FIGURE 7 
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FIGURE 9 
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FIGURE 10 
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FIGURE 11 



